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RESUMO

O consumo de frutos tem sido incentivado ndo apenas por estes fornecerem nutrientes
essenciais ao organismo humano, mas por serem fontes naturais em compostos bioativos que
promovem beneficios a saude e reduzem o risco de desenvolver doencas crOnicas nao
transmissiveis. Considerando que a Amazodnia brasileira possui uma imensa diversidade
frutifera, mas escassas informacdes sobre suas propriedades nutricionais, antioxidantes e
bioativas, este trabalho teve por objetivo caracterizar dez frutos nativos da regido amazdnica.
A caracterizagdo deu-se, inicialmente, por andlises bromatoldgicas convencionais, seguidas da
determinagdo dos minerais Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Na e Zn por Espectrometria de Emissao
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES). Depois, seguiu-se 4 determinacio da
capacidade antioxidante dos frutos, empregando diferentes métodos colorimétricos (DPPH,
ABTS e NBT), a avaliacdo da atividade antiproliferativa contra a linhagem celular de cancer
de c6lon humano (caco-2), a determinag¢do de compostos bioativos (vitamina C e compostos
fendlicos totais), e a caracterizacdo da composi¢do em compostos fendlicos, utilizando um
sistema de Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE) acoplado a espectrometria de
massas de alta resolu¢cdo. Considerando as desvantagens dos métodos convencionais para
determinagcdo da capacidade antioxidante, este trabalho objetivou ainda desenvolver um
biossensor amperométrico utilizando como transdutor um sistema convencional de trés
eletrodos impressos em tela de PVC, contendo azul da Prassia (PB) como mediador
eletroquimico. Inicialmente procedeu-se a otimizacdo das condicdes de biofuncionalizacdo da
enzima xantina oxidase (XOD) com relagdo a razdo XOD:PVA-AWP, ao tempo de irradiacdo
sob a luz de neodnio e a quantidade de XOD empregada em cada sensor. Depois, avaliou-se o
desempenho analitico do biossensor, e finalmente procedeu-se a determinagdo da capacidade
antioxidante de uma substincia pura padrdo e de extratos de frutos. Os resultados da
caracterizacao bromatoldgica evidenciaram maiores conteidos em lipideos, proteinas e energia
nas amostras de buriti, monguba e uxi. As amostras de abiu, acai, bacuri, buriti, inaja, monguba,
pajurd e uxi mostraram-se com elevado teor e/ou fonte em um ou mais minerais. Nas polpas de
biriba e bacuri, observou-se elevada capacidade antioxidante lipofilica contra diferentes
radicais livres, enquanto que os frutos de abiu, inaja e monguba apresentaram maior capacidade
antioxidante hidrofilica. A atividade antiproliferativa dos frutos de birib4, inaja, monguba e
pajurd levaram a uma inibicdo significativa no crescimento celular da linhagem de caco-2. A
maioria das polpas se mostraram alimentos de alto teor em vitamina C, enquanto que os frutos
biribé e pajurd foram classificados como fontes. Foram observadas maiores concentragdes de
compostos fenodlicos lipofilicos na polpa de bacuri, enquanto que nas amostras de abiu, bacuri,
inaja e monguba foram verificados maiores contetidos fendlicos hidrofilicos. A avaliagdo da
composi¢do fendlica cromatografica nos extratos de biribd, inaja e monguba quantificou um
total de 11, 25 e 21 compostos, respectivamente, com atividades biol6gicas importantes. Os
resultados fornecem informagdes que poderdo contribuir para o melhor conhecimento da
biodiversidade, bem como para o desenvolvimento da biotecnologia com vista a conservagao
do bioma Amazonico. No que concerne ao biossensor desenvolvido, as condi¢cdes operacionais
otimizadas foram: XOD:PVA-AWP de 1:2 v/v; tempo de exposi¢do a luz de nednio de 30 min,
e carga enzimatica de 8 mU por eletrodo. O biossensor apresentou-se estavel, com respostas
rapidas, de facil manuseio, de relativo baixo custo, elevada sensibilidade, baixos limites de
deteccao e de quantificacdo. A aplicabilidade do biossensor foi demonstrada pela anélise in
vitro do 4cido gélico, tomado como antioxidante padrao, bem como de frutos amazonicos e nao
autdctones.

Palavras-Chaves: frutos amazoOnicos, composicdo mineral, capacidade antioxidante,
compostos bioativos, biossensor amperométrico.



ABSTRACT

Fruit consumption has been encouraged not only by providing essential nutrients to the human
body, but by being natural sources in bioactive compounds that promote health benefits and
reduce the risk of developing chronic non-communicable diseases. Considering that the
Brazilian Amazon has an immense fruitful diversity, but little information on its nutritional,
antioxidant and bioactive properties, this work had the objective to characterize ten native fruits
of the Amazon region. The characterization was initially by conventional bromatological
analyzes, followed by the determination of the minerals Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Na and Zn by
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES). Afterward the
antioxidant capacity of the fruits was evaluated using different colorimetric methods (DPPH,
ABTS, and NBT), the evaluation of the antiproliferative activity against the human colon cancer
cell line (caco-2), the determination of bioactive compounds (vitamin C and total phenolic
compounds), and the characterization of the profile in phenolic compounds, using Ultra High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC) coupled to high resolution mass spectrometry.
Considering the disadvantages of conventional methods for the determination of antioxidant
capacity, this study aimed to develop an amperometric biosensor using as a transducer a
conventional system of three screen printed electrodes on PVC, containing prussian blue (PB)
as electrochemical mediator. In view of this, the conditions of biofunctionalisation of the
xanthine oxidase enzyme (XOD) with respect to the XOD: PVA-AWP ratio, the irradiation
time under the neon light and the amount of XOD used in each sensor were optimized.
Afterwards, the analytical performance of the biosensor was evaluated, and the antioxidant
capacity of a pure standard substance and fruit extracts was finally detected. The results of the
bromatological characterization evidenced higher lipid, protein and energy contents in buriti,
monguba and uxi samples. The samples of abiu, acai, bacuri, buriti, inaji, monguba, pajurd and
uxi were shown with high content and/or source in one or more minerals. In the pulps of biriba
and bacuri, a high lipophilic antioxidant capacity was observed against different free radicals,
whereas the fruits of abiu, inajd and monguba presented higher hydrophilic antioxidant
capacity. The antiproliferative activity of the fruits of birib4, inaja, monguba and pajura led to
a significant inhibition in the cell growth of caco-2. The majority of the pulps were food of high
vitamin C content, while the fruits biribd and pajurd were classified as sources. Higher
concentrations of hydrophobic phenolic compounds were observed in the bacuri pulp, whereas
in the abiu, bacuri, inajd and monguba samples, higher hydrophilic phenolic contents were
verified. Analyzing the chromatographic composition of the extracts of birib4, inajd and
monguba, it was possible to quantify a total of 11, 25 and 21 phenolic compounds, respectively,
with important biological activities. The results provide information that may contribute to
better understanding the Amazon biodiversity as well as the development of biotechnology for
the conservation of the Amazon biome. As regards the developed biosensor, the optimized
operating conditions were: XOD: PVA-AWP of 1: 2; time of exposure to the neon light of 30
min, and enzymatic loading of 8 mU per electrode. The biosensor was stable, with fast
responses, easy automation, relatively low cost, high sensitivity, low detection and
quantification limits. The applicability of the biosensor was demonstrated by the in vitro
analysis of gallic acid, taken as standard antioxidant, as well as of Amazonian and non-
autochthonous fruits.

Keywords: Amazonian fruits, mineral composition, antioxidant capacity, bioactive compounds,
amperometric biosensor.
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1. INTRODUCAO

A regido amazodnica brasileira € um complexo mosaico de dreas endémicas com rica
diversidade de espécies animais e vegetais distribuidas em concordancia com as especificidades
de sua biota (SILVA; RYLANDS; FONSECA, 2005). Possui grande biodisponibilidade de
espécies nativas da flora brasileira com cerca de 220 espécies de plantas frutiferas comestiveis
catalogadas o que representa 44% da diversidade em frutos nativos no Brasil (NEVES et al,
2012). Mas apesar da reconhecida biodiversidade, a fruticultura amazonica pouco contribui
para o protagonismo do Brasil como terceiro maior produtor mundial em frutas (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2015). Além disso, a realidade social, econdmica e o
perfil nutricional da populagdo, registrado na regido, contrastam fortemente com a sua riqueza
em recursos biologicos (AGUIAR, 2006a).

Os frutos sdo reconhecidos por serem fontes de diversos nutrientes, sendo, portanto,
alimentos importantes para a dieta humana. Tais alimentos t€ém recebido maior atencdo nos
ultimos anos, devido as evidéncias epidemioldgicas de que o consumo regular de vegetais reduz
a mortalidade e morbidade causadas por algumas doengas cronicas (ALISSA; FERNS, 2012;
RUFINO et al., 2010). Este efeito protetor tem sido atribuido a presenca de minerais e
fitoquimicos com propriedades antioxidantes (KOZLOWSKA; SZOTASK-WEGIEREK,
2014; WANG et al., 2013; LIU, 2013; KAHL et al., 2012; NUNES et al., 2011).

Antioxidantes sdo compostos sintéticos ou naturais capazes de prevenir ou retardar o
dano oxidativo causado por fontes oxidantes, em especial as espécies reativas de oxigénio
(ROS), que podem oxidar biomoléculas celulares como proteinas, membranas e DNA e,
consequentemente, levar ao desenvolvimento e progressao de vdrias patologias, como cancer,
aterosclerose, Parkinson, Alzheimer e outras doencas graves (RAHMAN et al, 2012;
HALLIWELL, 2012; FLORA, 2009).

Na maioria dos casos, os antioxidantes derivados de produtos naturais apresentam
problemas de estabilidade, em virtude da presenca de insaturacdes em sua estrutura quimica,
que os tornam sensiveis a exposicao ao calor, a luz e a presenca de oxigénio (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). Neste sentido, verifica-se a necessidade de métodos analiticos que realizem a
medic¢do da capacidade antioxidante no local da coleta dos frutos, a fim de minimizar as perdas
desses compostos.

Meétodos espectrofotométricos, eletroquimicos e cromatograficos t€ém sido utilizados

para medir a capacidade antioxidante, diferindo no mecanismo de geracdo de diferentes
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espécies oxidantes e/ou moléculas alvo e na forma como os produtos finais sdo medidos
(PISOSCHI; NEGULESCO, 2011). Nos tltimos anos, porém, a literatura tem apontado para o
emprego de biossensores eletroquimicos como ferramentas promissoras na determinag¢do do
potencial antioxidante, devido a determinadas caracteristicas, tais como seletividade, baixo
custo de obtencdo, facilidade de estocagem, capacidade de miniaturizacdo, facil automacdo e
portabilidade, que combinadas possibilitam a andlise in situ (LATES; MARTY; POPESCU,
2011; PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

Considerando a importancia dos frutos para a regido amazdnica e o potencial de algumas
espécies frutiferas nativas ainda pouco exploradas, este trabalho teve como objetivos iniciais
caracterizar quimica e bromatologicamente dez frutos genuinamente amazonicos, bem como
determinar sua capacidade antioxidante e sua viabilidade celular antitumoral. Tendo em vista
as limitacdes inerentes aos métodos analiticos convencionais, este trabalho objetivou, por fim,
desenvolver uma nova ferramenta analitica baseada em um biossensor amperométrico para

determinac¢do da capacidade antioxidante de amostras reais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serdo apresentadas informagdes sobre os frutos contemplados, tais como
seus aspectos morfoldgicos, aplicagdes na medicina popular e principais investigacdes
cientificas sobre suas propriedades biolégicas. Além disso, serd apresentada uma abordagem
nutricional em relagdo a presenca de compostos bioativos, bem como as técnicas analiticas
utilizadas para determind-los. Um enfoque especial serd dado ao desenvolvimento de
biossensores amperométricos voltados para a determinacdo da capacidade antioxidante em

amostras vegetais.

2.1 Frutos Amazonicos

A bacia amazodnica abriga a maior floresta tropical do mundo, compreendendo cerca de
611 milhdes de hectares distribuidos entre nove paises da América do Sul: Brasil, Bolivia, Peru,
Equador, Coldmbia, Venezuela, Guiana, Suriname e Guiana Francesa. Destes,
aproximadamente 370 milhdes de hectares compreendem areas de floresta em que 60% estao

localizados em territério brasileiro (RIOS; PASTORE JUNIOR, 2011).

21



Os dados sobre a biodiversidade sdo bastante expressivos. Estima-se que a regido
abrigue um terco do estoque genético da terra, com mais de 60.000 espécies de plantas
(IBAMA, 2016).

A Floresta Amazonica apresenta diversas espécies vegetais nativas com potencial
alimenticio e farmacoldgico ainda desconhecido, que estao sendo ameagadas de extingdo pela
destruicao da floresta, que selecionou e adaptou estes vegetais durante anos as condi¢des de
clima e de solo da regido (HIGUCHI; HIGUCHI, 2004).

Os frutos s@o uma das fontes mais ricas de nutrientes e suplementos antioxidantes, nos
quais estudos epidemioldgicos confirmam que o seu consumo estd associado a uma menor
incidéncia de certos canceres, bem como efeitos benéficos sobre doengas cardiovasculares,
diabetes, obesidade e catarata (SINDHI et al., 2013; HAMID et al., 2010; STEINMETZ,
POTTER, 1996). Os mecanismos de acdo dos nutrientes e compostos bioativos presentes nesses
alimentos, como minerais, vitaminas e compostos antioxidantes sustentam essa valorizagao
(SANTOS; LIMA, 2008).

Estudos quimicos e farmacologicos, in vitro e in vivo, t€m sido reportados na literatura
a fim de melhor compreender o potencial nutracéutico e os beneficios antioxidantes de frutos
nativos da regido Amazonica.

A Figura 1 apresenta os dez frutos amazonicos que foram contemplados nesse trabalho
e seus respectivos nomes comuns e cientificos, e a Quadro 1, informagdes sobre trabalhos que
avaliaram as atividades bioldgicas de diferentes extratos e por¢des dos frutos contemplados
neste estudo.

Dentre os frutos, algumas espécies possuem sabores amplamente apreciados por
consumidores brasileiros e estrangeiros, enquanto outras como abiu, bacuri, biribd, inaja,
monguba, pajurd e uxi sdo consumidos especialmente pela populacdo local e povos indigenas,
e poucas sdo as informacdes em relagdo aos constituintes quimicos, principalmente em relagdao
a elementos minerais, capacidade antioxidante, compostos bioativos e o potencial

antiproliferativo em células cancerigenas.
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Figura 1 - Frutos amazonicos contemplados no presente estudo.

Quadro 1 - Atividades quimicas e bioldgicas dos frutos estudados

Fruto Tecido Atividade quimica/bioldgica Referéncia
Abiu Polpa CANUTO et al, 2010
Polpa . .. GONCALVES; LAJOLO;
Capacidade antioxidante GENOVESE, 2010
Folha CASTRO et al., 2006
Folha Atividade antimalérica PEREZ, 2002
Folha Potencial no tratamento de diabetes  SOUZA et al., 2012
Acai Casca e polpa NEVES et al., 2012
Polpa Capacidade antioxidante CANUTO et al., 2010
Polpa RUFINO et al., 2010
Polpa Atividade antiproliferativa em PACHECO-PALENCIA et al.,
linhagem celular de colorretal HT 29 2008
Polpa Atividade antiproliferativa em HOGAN et al., 2010
células de glioma de cérebro
Semente Efeito vasodilatador ROCHA et al., 2007
Semente Potencial anti-hipertensivo COSTA et al,, 2012
Polpa GALE et al., 2014
Polpa Atividade anti-inflamatdria SHAUSS et al., 2006
Polpa Atenuacdo do desenvolvimento da ~ FRAGOSO et al., 2013

carcinogénese quimica de cdlon
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Continuacdo Quadro 1...

Bacuri Polpa CANUTO et al., 2010
_ Polpa Capacidade antioxidante RUFINO et al., 2010
Polpa GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010
Semente Atividade leishmanicidas e COSTA ] UNIOR, etal., 2013
genotdxica em células de
fibroblastos de pulmio
Semente Acdo antiepiléptica COSTA JUNIOR et al., 2011
Semente Cicatrizante SANTOS JUNIOR et al., 2010
Biriba Casca Capacidade antioxidante YAMAGUCH]I, 2015
Polpa BARREIROS; BARREIROS, 2011
Semente Propriedades inseticidas MASSAROLLI; PEREIRA;
FOERSTER, 2016
Folhas e Atividade antileishmania LIMA et al., 2012
sementes
Buriti Polpa KOOLEN et al., 2013
Eg}gz Capacidade antioxidante g‘gﬁg};gé;%l Iif(X)JlgL 0
GENOVESE, 2010
Casca e polpa Atividade antibacteriana OLIVEIRA, 2017
Polpa Fotoprotetor contra radicagio UVA e ZANATTA etal., 2010
UVB
Casca Acio antitrombdtica FUENTES et al., 2013
Polpa Atividade antimicrobiana KOOLEN et al., 2013
Folhas Efeitos antitumorais SIQUEIRA et al., 2014
Cupuacu Polpa CANUTO et al., 2010
Semente Capacidade antioxidante YANG et al., 2003
Polpa GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010
Semente Atividade antiproliferativa em YANG et al., 2003
linhagem celular de cancer de célon
HCT-116 e SW-480
Inaja Casca e polpa Capacidade antioxidante NEVES et al., 2012
Polpa Acio inibitéria de acetilcolinesterase  FERNANDEZ et al., 2016
Monguba Semente Capacidade antioxidante BARBOSA, 2016
Casca Efeito hipoglicemiante CETTO; HEINRICH, 2005
Pediinculo Potencial anti-inflamatdrio CHENG et al., 2017
Pajura Casca, polpa e BERTO et al., 2015b
semente
Casca, polpa e Capacidade antioxidante SOUZA, 2016
semente
Polpa MASSING et al., 2018
Uxi Casca e polpa NEVES et al., 2012

Casca do SILVA; TEIXEIRA, 2015
tronco Capacidade antioxidante
Polpa GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010
Casca do Acdo antibacteriana SILVA; TEIXEIRA, 2015
tronco Efeito inibitdrio de colinesterases
Potencial antidiabético
Polpa Potencial para o tratamento de GONCALVES; LAJOLO;

diabetes

GENOVESE, 2010
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O abiu (Pouteria caimito) é uma baga que possui uma casca lisa de 3 a 5 mm de
espessura e contém um liatex que € depreciado pelo consumidor. Quando maduro, o fruto é
amarelo brilhante, com formato elipsoidal a esférico, 6 a 10 cm de diametro e 100 a 600 g em
massa. O mesocarpo € macio, gelatinoso, com 1 a 5 sementes castanhas escuras. O abiu é
consumido in natura, especialmente pela populacdo local, e t€ém despertado o interesse da
fruticultura mundial por ser promissor na forma de sucos, iogurtes, saladas de frutas, geleias e
sorvetes (YUYAMA et al., 2013; LIM, 2006; FALCAO; CLEMENT, 1999). Na medicina
tradicional, todas as partes do abiuzeiro sao utilizadas no tratamento de doencas, com efeitos
adstringente, emoliente, hipoglicemiante, fungicida e anti-inflamatério (RIOS; PASTORE
JUNIOR, 2011; OLIVEIRA et al., 2003). Atividades bioldgicas da polpa do abiu, por¢cao
convencionalmente comestivel, ainda sdo escassas na literatura cientifica, sendo encontradas
informacdes especialmente sobre o extrato das folhas (Quadro 1).

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma drupa globosa ou levemente depressa, com
diametro variando de 1 a 2 cm e pesando, em média, 1,5 g. O mesocarpo, com cerca de 1 mm
de espessura, € polposo e envolve um endocarpo volumoso e duro. A polpa dos frutos, apos
processamento, é consumida pura ou acompanhada de farinha de mandioca, tapioca, peixe ou
camardo, sendo ainda utilizada na fabricacdo de sucos, sorvetes, geleias e vinho de acai
(BRASIL, 2015). De acordo com a adi¢cao de dgua no processo de despolpamento, a polpa de
acai pode ser classificada como agai especial ou tipo A quando possuir teor de sélidos totais
superiores a 14%, acai tipo B (11 a 14%) e tipo C (8 a 11%) (BRASIL, 1999). O consumo da
polpa encontra-se em franca expansao no pais e no mercado internacional, em que € classificado
como uma superfruta por sua capacidade funcional e nutritiva tendo em vista o elevado
conteddo energético, de fibras, proteinas, vitamina E, minerais e 4cidos graxos essenciais
(SOUZA et al., 2011; R1IOS; PASTORE JUNIOR, 2011). Estudos vém revelando o potencial
da inclusdo do acai na dieta alimentar como alimento funcional, devido sua capacidade
antioxidante aliado aos beneficios nutricionais e terapéuticos, incluindo a a¢ao antiproliferativa,
anti-inflamatéria e o efeito anti-hipertensivo (Quadro 1).

Os frutos de bacuri (Platonia insignis) possuem formato varidvel, com diametro médio
de 4 a5 cme5 a6 cm comprimento. Dentro da casca dura hd uma polpa branca, aromatica e
cremosa com 3 a 4 sementes grandes. A maior parte da safra de bacuri do Brasil é consumida
fresca, sendo comercializada na regido cultivada ou proximidades, onde hd um processamento
industrial ainda limitado para produgdo de sorvetes, sucos e geleias (MANICA, 2000). A polpa,

a casca e a resina sdo utilizados na medicina tradicional como digestivos, diuréticos,
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antiescorbuticos e cicatrizantes (RIOS, PASTORE JUNIOR, 2011; REVILLA, 2002), enquanto
o 6leo das sementes tem sido usado para o tratamento de diarreia, problemas de pele, dores de
ouvido, picadas de aranhas e cobras, reumatismos, artrites ¢ como cicatrizante (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Um aumento em estudos envolvendo as propriedades
quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas da semente de bacuri pode ser observado na literatura
recente (Quadro 1). No entanto, as atividades relacionadas a polpa ainda sdo insuficientes.

O biriba (Rollinia ortophetala sinbnimo heterotipico de Annona mucosa) € um fruto
esférico e grande, que mede de 5 a 15 cm de largura, com protuberancias ligeiras ou muito
proeminentes. Quando completamente maduro possui cor verde-amarelada. A polpa ¢é
esbranquicada, suculenta, aromdtica e saborosa, com uma textura cremosa e um delicioso
equilibrio agridoce. Seu consumo € apreciado, especialmente in natura, pela populagdo
amazoOnica, como também na forma de sucos e vinhos ap6s a fermentacdo (COSTA; MULLER,
1995). O popular uso terapéutico das folhas tem sido registrado em tratamentos para a cura de
tumores e reumatismo e como anti-inflamatoério em artrites, enquanto os frutos sao usados para
auxiliar a coagulagdo sanguinea, como analépticos e antiescorbuticos (RIOS; PASTORE
JUNIOR, 2011; AQUINO, 2008; AGUIAR, 2006b). Escassos sdo os dados disponiveis na
literatura sobre os compostos bioativos e as atividades biol6gicas da polpa do biriba.

Os frutos do buriti (Mauritia flexuosa) sao subglobosos a elipticos, variam de 4 a 5 cm
de diametro e sdo recobertos por escamas marrom-avermelhadas. O mesocarpo € suave e sua
cor varia de laranja a laranja avermelhado. O buritizeiro € uma planta extremamente versatil,
servindo como alimento animal e humano, combustivel, medicinal, ornamental, entre outros
usos (RIOS; PASTORE JUNIOR, 2011). Na medicina popular, o fruto € utilizado como
antigripal e em deficiéncias de vitamina A (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011). O fruto do buriti
¢ classificado como um alimento funcional em virtude da sua composicao nutricional,
especialmente nas porcdes da polpa e no 6leo, por conter compostos bioativos que conferem,
entre outros, acdo antioxidante e anti-inflamatéria (FREIRE et al., 2016). Nessa perspectiva, €
imprescindivel a amplia¢do da pesquisa e do conhecimento sobre novas atividades bioldgicas
da polpa do buriti.

O cupuacu (Theobroma grandiflorum) é uma arvore de grande porte cujos frutos
possuem polpa branco-amarelada. A polpa tem um sabor forte e € muito apreciada pelas
comunidades locais e também no mercado internacional como ingrediente em sucos, bebidas,
sorvetes, geleias e doces (PUGLIESE, 2010). Na medicina tradicional, extratos da casca e

folhas de arvores sdo utilizados no tratamento de bronquite, diarreia e nefrite, enquanto a polpa
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e as sementes apresentam potencial antioxidante com teores importantes em flavondides
(TELES, 2010; OLIVEIRA et al., 2009; YANG et al., 2003).

Os frutos de inaja (Maximiliana maripa) sdo marrons, oblongo-elipsoides, com 4 a 5 cm
de comprimento e 2,5 a 3 cm de didmetro. O mesocarpo possui a camada externa fibrosa, sendo
a interna carnuda, com 0,3 a 0,5 cm de espessura e sementes presentes em um nimero de 1 a 3.
A palmeira de inajazeiro normalmente produz de 5 a 6 cachos por ano, com 800 a 1000 frutos
por cacho. A polpa do fruto é consumida in natura ou na forma de mingau, sendo utilizada na
medicina tradicional para o fortalecimento de pessoas debilitadas (SHANLEY; SERRA;
MEDINA, 2010). A améndoa, assim como a polpa do fruto podem servir como matéria-prima
para industria de cosméticos e saboarias, podendo o 6leo obtido da améndoa alcancar um
rendimento de até 60% (MIRANDA et al., 2001). O inaja é um fruto ainda pouco apreciado,
possivelmente devido a insuficiéncia de pesquisas e consequente desvalorizacdo desta espécie
vegetal (BEZERRA, 2011; VILLACHICA, 1996).

Os frutos de monguba (Pachira aquatica) apresentam sementes comestiveis com
caracteristicas organolépticas apreciadas, embora seja uma planta usada principalmente para
arborizacdo. O fruto tem formato oblongo-elipsoide, com 20 a 30 cm de comprimento e 10 a
12 cm de diametro, pesade 1 a 1,5 Kg e possui de 10 a 25 sementes de formato irregular (FAO,
1986). As sementes sdo consumidas pela populacdo local in natura, cozidas, torradas ou ainda
na forma de farinha. No entanto, Oliveira et al. (2000) demonstraram que as sementes in natura
apresentaram toxicidade a ratos, possivelmente devido a presenca de lectinas e inibidores de
tripsinas e, portanto, tais fatores antinutricionais podem limitar seu interesse. Embora seja de
facil cultivo e suas sementes apresentem grandes rendimentos em 6leo, a monguba é um fruto
ainda subutilizado por brasileiros e dados sobre sua composi¢do quimica e potencial industrial
sdo escassos (SILVA; BORA; AZEVEDO, 2010).

Os frutos de pajurd (Couepia bracteosa) sao drupas globosas de 8 a 12 cm de
comprimento e 8 a 15 cm de didmetro e que pesam de 80 a 200 g. O exocarpo € castanho escuro
com uma superficie dspera ao tato devido inimeras lenticelas presentes. O mesocarpo é espesso,
carnudo, de cor amarelo-acastanhado, com uma consisténcia granulosa e um sabor adocicado.
A polpa € tradicionalmente consumida in natura e na preparagao de doces (BERTO et al,
2015b). Existem poucos estudos sobre o pajurd na literatura, em que suas abordagens estdao
relacionadas principalmente a aspectos fenolégicos e ecolégicos (FALCAO; LLERAS; KERR,
1981). Em se tratando das atividades bioldgicas do fruto, apenas registros da capacidade

antioxidante foram encontrados, e em relacdo a composi¢do nutricional hd poucos e recentes
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trabalhos os quais foram utilizados neste estudo como comparacao, apesar da complexidade
envolvida (MASSING et al., 2018; SOUZA et al., 2016; BERTO et al., 2015a; BERTO et al.,
2015b).

O fruto do uxizeiro (Endopleura uchi basdnimo Saccoglotis uchi) ¢ uma drupa elipsoide,
com peso variando entre 50 a 70 g e um exocarpo liso, verde-amarelado ou pardo-escuro quando
maduro. O mesocarpo possui em média 5 mm de espessura, com aspecto carnoso fariniceo e
oleoso. E consumido in natura especialmente pela populacio indigena, sendo também usado
na elaboracao de refrescos, cremes, doces, licores, sorvetes, vinhos e 6leos (RIOS; PASTORE
JUNIOR, 2011; SHANLEY; MEDINA, 2005; FAO, 1986). Na medicina popular, chéds das
cascas sdo usados como anti-inflamatério no combate as inflamagdes uterinas, miomas e
ovdrios policisticos (REVILLA, 2002), no tratamento de artrite, reumatismo, colesterol alto e
diabetes (SHANLEY; GAIA, 2004, CORREA, 1984). Talvez, por este motivo, os estudos na
literatura sobre as atividades bioldgicas do uxi sejam limitados a porcdo da casca em que as
atividades antimicrobianas (POLITI et al., 2011) e imunolégicas (MOREIRA et al., 2007)

foram demonstradas.

2.2 Minerais

Os minerais sdo origindrios da decomposicao de rochas, minérios, vegetais e animais e
sdo metabolizados pelas plantas através da absorcao destes no ambiente (solo, 4gua e ar) onde
se desenvolvem. Deste modo, os minerais chegam ao homem pela cadeia alimentar,
principalmente através do consumo de frutas e hortalicas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Minerais essenciais sdo nutrientes indispensdveis ao organismo humano que
desempenham funcao pléstica, catalitica e reguladora, atuando na formacao e acdo das células
de defesa do organismo e enzimas antioxidantes; na estrutura dos tecidos corpdreos como 0ssos,
dentes e musculos; na ativacao-regulacdo de enzimas; na regulacdo dos balancos hidrico, d4cido-
base e da pressao osmoética; no controle de impulsos nervosos, da atividade muscular e do
transporte de oxigénio (BIASEBETTI, RODRIGUES; BAZUR, 2018; AZEVEDO; CHASIN,
2003).

O consumo minimo/médximo admitido de minerais no organismo humano, a fim de
prevenir deficiéncias que impecam o seu bom funcionamento e de evitar a toxidez, definem a
quantidade de minerais requeridas. Assim, a ingestao recomendada de minerais depende da fase

de crescimento, das condig¢des fisioldgicas (gravidez e lactacdo), do estado nutricional e da
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saide do organismo vivo, bem como das exigéncias fisioldgicas devido a pratica de exercicios
fisicos (KINUPP; BARROS, 2008; FRANCO, 2005, SHILS; OLSON; SHIKE, 1994).

O conhecimento da concentra¢do de minerais em frutos é importante para profissionais
da sadde e para os consumidores em geral, pois indicam constituintes que, devido sua
essencialidade e/ou toxicidade, influem na satide humana. Além disso, sdo informacdes uteis
para profissionais das dreas agrondmicas e do meio ambiente por estarem relacionadas a saide
e produtividade do vegetal.

Diferentes técnicas analiticas podem ser empregadas para a determinacdo de minerais
nos mais variados tipos de amostras, tais como a espectrometria atdmica (absor¢ao ou emissao)
e a espectrometria de massas. No entanto, aquelas baseadas em espectrometria atbmica sao as

mais amplamente empregadas.

2.2.1 Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)

A técnica de andlise quimica instrumental ICP OES constitui uma ferramenta analitica
utilizada na determinagdo elementar quantitativa e qualitativa em uma ampla variedade de
amostras, tais como materiais bioldgicos, ambientais, geoldgicos, tecnoldgicos e alimentos
(DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).

A ICP OES abrange uma ampla série de elementos metélicos e possui as seguintes
vantagens: baixas interferéncias, bons espectros de emissdo, bons limites de deteccdo, anélise
multielementar e ampla faixa linear de trabalho. Por outro lado, envolve um elevado custo,
especialmente na manutencdo do equipamento e suprimento de gis (DONATIL, AMAIS;
WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).

Os componentes basicos do ICP OES incluem um sistema de nebulizacdo, sistema de
atomizacdo (plasma), dispositivo isolador de comprimentos de ondas, transdutor(es) de
radiacdo, processador de sinal e sistema computacional. A Figura A1 do Anexo A apresenta o
esquema da técnica, os principais componentes do sistema ICP OES e uma breve explanacio
sobre o funcionamento do equipamento. Um plasma, por definicdo, é uma mistura gasosa
condutiva contendo uma concentracdo significativa de cations e elétrons, com uma carga total
proxima de zero (DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013), o qual é formado
e mantido por um fluxo de gis de argdnio em um campo magnético de alta frequéncia em uma
tocha de quartzo, constituida de trés tubos concéntricos, conforme o esquema apresentado na

Figura A2 Anexo A e as explicagdes adicionais do mesmo anexo.
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Para as determinacdes quantitativas torna-se necessdria, inicialmente, a construcdo da
curva analitica do elemento metélico a ser quantificado, onde sdo determinadas as intensidades
de emissodes de solugdes padrdes em concentracdes crescentes, conhecidas e dentro da faixa da
concentracdo do analito na amostra. Os resultados sdo plotados em um gréfico de intensidade
de emissdao em fun¢do da concentragdo, devendo ser linear e com um coeficiente de correlagcdo
proximo a unidade. A concentracdo do analito, presente na amostra, ¢ determinada pela medida
da sua intensidade de emissao, cujo valor serd correspondente ao da abscissa, dada pela curva

analitica.

2.3 Oxidantes e Antioxidantes

Estudos epidemioldgicos tém reafirmado a forte relagdo entre o consumo de vegetais
ricos em compostos antioxidantes e a protecdo contra varias doengas cronicas humanas, bem
como suas atividades bioativas benéficas, tais como a acao anti-apoptética e anticarcinogénica,
inibindo os processos de proliferacdo celular (OMBRA et al, 2016; PISOSCHI;
NEGULESCU, 2011; BOUAYED; BOHN, 2010). A forte atividade bioativa em frutos esta
relacionada com quantidades substanciais de compostos antioxidantes, que os atribuem efeitos
benéficos a satiide humana através da inibi¢ao ou neutralizacdo de fontes oxidantes (WALTER;
MARCHESAN, 2011; XU et al., 2017; DZIALO et al., 2016).

A producdo de oxidantes em espécies aerdbicas vivas ocorre durante o processo de
respiracdo pela reducdo do oxigénio molecular em etapas sequenciais para produzir dgua
(KRUMOVA; COSA, 2016). Neste processo, espécies quimicas intermedidrias reativas de vida
curta sdo produzidas como subprodutos, as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs),
bem como, posteriormente, sdo formadas espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As EROs sdo
agentes oxidantes altamente reativos e surgem da redu¢do de um elétron do oxigénio molecular,
com a formacdo das trés espécies primdrias: radical superéxido (O,"), peréxido de hidrogénio
(H20») e radical hidroxila (OH") (RAHMAN et al., 2012), conforme apresenta a Figura 2.

Em condigdes fisioldgicas normais, as EROs sdo importantes na producio de energia;
defesa celular contra agentes estranhos, como virus e bactérias; sinalizacao intercelular; e morte
celular programada (apoptose) (SARMA et al., 2010). Entretanto, as EROs sdo uma classe
emergente, em que a exposicdo a poluentes, tais como tabaco, fumaca, drogas, xenobidticos,
radiacdo e outros, contribui para sua producdo excessiva, e, consequentemente, para O

fen6meno do estresse oxidativo (BHATTACHARYYA et al., 2014; SINGH; SINGH, 2008).
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O estresse oxidativo é definido pelo desequilibrio causado pela excessiva
producdo de EROs e/ou limitada defesa antioxidante, o que implica em danos oxidativos
a estruturas de biomoléculas de DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, além de outros
componentes celulares e, consequentemente, no desenvolvimento e progressdo de
diversas patologias incluindo as degenerativas como cancer, doencas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfunc¢des cerebrais (KAUR; KAPOOR, 2002;
MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000; WANG; CAO; PRIOR, 1996).

A fim de prevenir niveis patoldégicos de EROs, o organismo humano possui um
sistema de defesa antioxidante formado por fontes antioxidantes endogenas e exdgenas.
Na condic¢do de equilibrio redox entre a producdo de espécies oxidantes e a atuagdo da
defesa antioxidante, figura a condi¢cao de homeostase em que ha a regulacdo relativa do
funcionamento fisiologico (Figura 3) (XU et al., 2017; LU et al., 2010).

Antioxidantes sdo compostos que, presentes em baixas concentragdes quando
comparados ao substrato oxiddvel, atrasam ou inibem a oxidacdo destes, formando
produtos inativos relativamente estaveis (LU et al., 2010; FLORA, 2009; RIBEIRO et
al., 2005). Um bom antioxidante possui: substituintes doadores de elétrons ou de
hidrogénio a espécie reativa, em funcdo de seu potencial de reducdo; capacidade de
deslocamento do radical formado em sua estrutura; capacidade de quelar metais de
transicdo envolvidos no processo oxidativo; acesso ao local de acdo, dependendo de sua
hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particio (MANACH et al., 2004).

Antioxidantes enddégenos podem ser compostos enzimdticos (superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase) ou ndo enzimaticos (4cido trico, bilirrubina,
albumina, metalotioneina) (BHATTACHARYYA et al., 2014). No entanto, diante da
producdo excessiva de espécies oxidantes, antioxidantes endégenos ndo podem garantir
um controle rigoroso e uma prote¢cdo completa do organismo. Este fato explica a
necessidade de antioxidantes exdgenos para manter o equilibrio oxidativo (PISOSCHI;
NEGULESCO, 2011).

Os antioxidantes exdgenos tém origem de fontes vegetais naturais, tais como
frutas, ervas, especiarias e chds, bem como sdo encontrados em suplementos nutricionais
e produtos farmacéuticos. Estes compreendem compostos fendlicos (dcidos fendlicos,
flavonoéides, antocianinas, lignanas e estilbenos), carotendides (xantofilas e carotenos),

algumas vitaminas (vitamina E e C) e minerais (Se e Zn) (XU et al., 2017).
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Figura 3 - Equilibrio entre compostos antioxidantes e as EROs (Adaptado de DAL; SIGRIST, 2016).
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Devido a prote¢@o contra fontes oxidantes, os compostos antioxidantes exégenos
provenientes de fontes naturais t€ém recebido grande atencao e representam um potencial
interessante para muitas aplicacdes, tais como a inddstria de alimentos, cosméticos,
nutracéutica, terapéutica e para a medicina. Desse modo, nos ultimos anos, o interesse
por métodos e variagdes que permitam determinar a capacidade antioxidante de vegetais
aumentou consideravelmente (XU et al., 2017; BALMUS et al., 2016; WOJTUNIK-
KULESZA et al., 2016; PRASAD, 2016; SALOMONE; GODOS; ZELBER-SAG]I,
2016; ZHANG et al., 2015; ARATHI et al., 2015; LI et al., 2014; SINDHI et al., 2013).

2.3.1 Determinacdo da capacidade antioxidante

Os diferentes métodos na literatura para a determinacdo da capacidade
antioxidante de sistemas biologicos envolvem diferentes fontes oxidantes, e
consequentemente, mais de um mecanismo quimico (SHALABY; SHANAB, 2013).
Além disso, a diversidade quimica dos antioxidantes permite que um comportamento
diferente elimine a condicao reativa de fontes oxidantes. Em vista disso, nenhum ensaio
reflete com precisdo o mecanismo de acdo de todas as fontes radicais ou de todos os
antioxidantes em um sistema complexo (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005), e,
consequentemente, mais de um método de capacidade antioxidante deve ser usado para
comparar o modo de acdo de compostos antioxidantes puros ou brutos (MOHARRAM;
YOUSSEEF, 2014; SHALABY; SHANAB, 2013).

Metodologias analiticas tradicionais baseadas na espectrofotometria,
eletroquimica e cromatografia tém sido utilizadas na determinacdo da capacidade
antioxidante em vegetais, cada uma delas diferindo em relacdo ao mecanismo de geragcdo
de fontes oxidantes e/ou moléculas alvo, bem como a detec¢do/medicdo final dos
produtos da reacdo. No entanto, nos dltimos anos, tem sido feito um grande esfor¢o no
uso de métodos bioanaliticos mais sofisticados e precisos, como aqueles baseados em
sensores eletroanaliticos e biossensores, a fim de melhorar o desempenho da deteccdo

(BHATTACHARYYA et al., 2014; PISOSCHI; NEGULESCO, 2011).
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2.3.1.1 Métodos colorimétricos

Em geral, as técnicas espectrofotométricas sdao simples, rdpidas e nao
dispendiosas, o que provavelmente explica seu uso difundido na triagem da capacidade
antioxidante. Baseiam-se na reacdo de um radical, cation radical ou complexo com uma
molécula antioxidante capaz de transferir &tomos de hidrogénio (HAT) e/ou transferir um
elétron (SET) (MOHARRAM; YOUSSEF, 2014; PISOSCHI; NEGULESCO, 2011;
PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Neste estudo, foram empregados trés métodos colorimétricos os quais foram
adaptados a microplacas: DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), ABTS [2,2'- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)] e NBT (nitroazul de tetrazélio).

Os métodos DPPH e ABTS sdo baseados no mecanismo HAT e/ou SET a fim de
neutralizar os radicais sintéticos DPPH" ¢ ABTS™", respectivamente. Apesar de alguns
autores afirmarem estes métodos como sendo baseados no mecanismo SET, sabe-se que
os mecanismos HAT e SET ocorrem quase paralelamente em todos os sistemas, embora
um mecanismo possa prevalecer em um dado ensaio, sendo 0 mecanismo dominante
determinado pela estrutura e propriedades dos compostos antioxidantes, tais como
acessibilidade quimica, solubilidade e coeficiente de parti¢do, solvente empregado, entre
outros (APAK et al., 2013).

DPPH' ¢ ABTS'" sdo radicais organicos sintéticos com as cores puirpura e azul-
esverdeado, respectivamente, que podem ser reduzidos na presenca de antioxidantes
(AOX), com a consequente descoloragdo, a qual € proporcional a capacidade antioxidante
da amostra (Figura 4) (PISOSCHI; NEGULESCO, 2011; SINGH; SINGH, 2008; PRIOR;
WU; SCHAICH, 2005).

O método NBT por sua vez € baseado no mecanismo SET para eliminar os radicais
anions superoxidos (0O27), os quais estdo presentes em todos os sistemas bioldgicos
aerdbicos e sio considerados oxidantes citotdxicos quando em excesso. No método NBT,
o substrato hipoxantina (HX) em presenca da enzima xantina oxidase (XOD) gera radicais
02", que reduzem o reagente NBT (coloracdo amarela) ao produto colorido formazam
(lilas), o qual pode ser medido espectrofotometricamente (Figura 5). No entanto, a
presenca da amostra antioxidante sequestra os radicais O™ e produz um decréscimo na
producido de formazam, e, consequentemente, na absorbancia, proporcional a capacidade

antioxidante da amostra (CORTINA-PUIG et al., 2009; SANCHEZ-MORENO, 2002).
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Figura 4 - Esquema de equacdes quimicas envolvidas nos testes colorimétricos DPPH e ABTS (SINGH; SINGH, 2008; PRIOR; WU;

SCHAICH, 2005).
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al., 2019).
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2.3.1.2 Biossensores amperométricos enzimaticos

Avancos na biotecnologia tém proporcionado a substitui¢do ou suplementacio de
métodos tradicionais por outras tecnologias inovadoras, como os biossensores, que sdo
ferramentas atrativas e promissoras na deteccdo de compostos antioxidantes e da
capacidade antioxidante, devido a suas caracteristicas analiticas, tais como
especificidade, sensibilidade, baixo custo, miniaturizagdo, facil automag¢do, economia de
tempo e simplicidade de fabrica¢do (DI FUSCO et al., 2010; GOMES et al., 2004).

Por definicdo, um biossensor € um dispositivo analitico, ao qual se encontra
acoplada uma entidade de reconhecimento bioldgica ou biologicamente derivada
(enzimas, anticorpos, antigenos, organismo, tecido animal e vegetal, células, organelas e
etc), associada a um transdutor que converte o sinal bioldgico em sinal detectdvel
proporcional a concentracao do analito (ROSATTO et al., 2001; FATIBELLO-FILHO;
CAPELATO, 1992).

De um modo geral, em um biossensor o analito interage com o componente
bioldgico (A) através de processos de biorreconhecimento que geram um sinal, o qual é
convertido em sinal detectavel pelo transdutor (B) que em seguida é filtrado, amplificado,
analisado e transferido para um monitor ou dispositivo pela unidade processadora do sinal
(C), conforme apresentado pela Figura 6. O sinal gerado € proporcional a concentracdo
do analito na amostra (PATHAK; KATIYAR; GIRI, 2008; RAITERI; GRATTAROLA;
BERGER, 2002).

<17 @ ~ ' Unidade
O=>¢o Elemento de processadora
© reconhecimento de sinal (C)
(componente
biologico) (A)

Analito-alvo

Figura 6 - Configuracdo de um biossensor, mostrando a organizagdo dos seus
componentes funcionais (CALIL; SILVA, 2011).
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A Figura 7 mostra um esquema dos biossensores mais utilizados, em que para um
mesmo analito de interesse pode-se desenvolver variados biossensores, imobilizando-se
diferentes materiais bioldgicos, separadamente, em variados transdutores. Os
biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento bioldgico e o transdutor
utilizado (SHAVANOVA et al., 2016).

Devido a sua especificidade e propriedades cataliticas, as enzimas encontraram
ampla aplicacdo na constru¢do de biossensores, sendo a maioria dos biossensores
construidos e comercializados para as mais variadas aplicagdes, enziméticos e
amperométricos (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

O desempenho de um biossensor € fortemente dependente da camada de deteccao
bioativa e da qualidade de sua associac@o ao transdutor. Por conta disso o processo de
imobilizacao do componente biolégico sobre o transdutor € uma das principais etapas na
constru¢do de um biossensor e deve garantir a biofuncionalizacdo e estabilidade do
elemento de reconhecimento bioldgico, proporcionando acessibilidade para o analito alvo
e outras moléculas envolvidas no evento de bioreconhecimento, bem como um contato
intimo com a superficie do transdutor a fim de obter uma transferéncia de sinal eficiente
(MARQUES; YAMANAKA, 2008; XU; PRIETO-SIMON; CAMPAS; MARTY, 2008;
XU; CHEN; DONG, 20006).

Dentre os fatores que podem afetar a imobilizacdo de biomoléculas, tem-se a
natureza da biomolécula (tamanho, caracteristicas estruturais, polaridade e acessibilidade
de certos grupos funcionais), as condi¢des de trabalho e armazenamento (pH do meio,
salinidade, viscosidade e temperatura) e as propriedades fisico-quimicas e quimicas do
material do transdutor. Além disso, a escolha do suporte de imobilizacdo deve estar
intimamente relacionada com a estratégia de imobiliza¢do, com o principio de detec¢do e
deve favorecer a biocompatibilidade (PRIETO—SIM()N; CAMPAS; MARTY, 2008).

De modo geral, as técnicas de imobilizacdo enzimatica influem na efici€ncia
analitica do biossensor (sensibilidade, estabilidade, repetibilidade e tempo de resposta) e
podem ser classificadas em fisicas (adsor¢do e aprisionamento) e quimicas (ligacdo

covalente e ligacdo covalente cruzada) (GOUDA, 2000).
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Figura 7 - Esquema de biossensores mais utilizados e suas classificacdes conforme o componente biolégico e o transdutor utilizado (Adaptado de
SHAVANOVA et al., 2016).
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A técnica de imobilizacdo por aprisionamento foi empregada neste estudo e
envolve a inclusdo das enzimas em estruturas/membranas poliméricas (tais como dlcoois
poli vinilicos) com tamanho de poros que permitem a difusdo dos substratos e produtos
da reac@o de baixo peso molecular, mas que impedem a passagem/perda da proteina.
Desse modo, a enzima é incorporada como parte da mistura a ser polimerizada, em que
na medida que a polimeriza¢do prossegue, a matriz polimérica se forma em torno da
enzima, confinando-a em sua estrutura (SOUZA et al., 2017).

O desenvolvimento de biossensores amperométricos enzimdticos para a
determinacdo da capacidade antioxidante em alimentos t€m ocorrido como uma
ferramenta analitica alternativa e eficiente frente aos métodos analiticos convencionais.

Lates et al. (2011) determinaram a capacidade antioxidante de bebidas
comerciais na inibi¢do das espécies reativas O™ e H,O: geradas pelo sistema enzimético
XA/XOD usando um biorreator acoplado a um biossensor amperométrico de H2O»
formado por um eletrodo de trabalho de grafite modificado com polimero gel de 6smio-
polivinil piridina contendo peroxidase de rdbano silvestre. O H2O; resultante da reagdo
enzimatica foi monitorado amperometricamente a -100 mV vs Ag/AgCl/KClgy. Foram
avaliados e otimizados diferentes procedimentos de imobilizacdo da enzima XOD
(adsorcdo fisica, ligagdo covalente e reticulacdo com glutaraldeido), concentracdes do
substrato XA e taxas de fluxo na injecdo. Além disso, dois protocolos foram estudados
para a determinacdo da capacidade antioxidante: estado estaciondrio (1), em que o
antioxidante foi injetado no fluxo da XA; estado transiente (2) em que o substrato XA e
antioxidante foram simultaneamente injetados. As condi¢des otimizadas foram
estabelecidas (imobilizagio por reticulacdo com glutaraldeido, XA a 0,5 mmol L', taxa
de fluxo de 1,5 mL min') e a injecio em estado transiente garantiu um maior contato
entre compostos antioxidantes e as EROs geradas, aumentando a probabilidade em inibir
os radicais O;" de curta meia-vida. O biossensor mostrou uma boa eficiéncia analitica
com limite de deteccdo (LOD) de 2,2 mmol L', limite de quantificacio (LOQ) de 7,5
mmol L', sensibilidade de 5 mA/mol L' e faixa linear de até 50 mmol L. Os resultados
das amostras de sucos comerciais, quando empregado o biossensor desenvolvido,
mostraram forte correlagdo com os resultados obtidos pelo método Folin. Varias
vantagens foram demonstradas, tais como baixo potencial aplicado, fluxo simultaneo do
antioxidante e XA, relevancia bioldgica em virtude da determinacdo da capacidade

antioxidante contra as espécies combinadas O>" e H2O». No entanto o biossensor envolve
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um sistema bienzimatico encarecendo o processo, em que a enzima peroxidase de rabano,
empregada na modificacdo do eletrodo de trabalho, apresenta limitacdes em ligacdes a
superficies sélidas, e, além do mais, empregou-se 6smio (oneroso e toxico) para facilitar
a transferéncia eletronica no eletrodo de trabalho.

Campanella et al. (2003) avaliaram a capacidade antioxidante em inibir os radicais
02" de frutos e chds aromdticos. Os radicais O>" foram produzidos pelo sistema
enzimdtico XA/XOD em solugdo, enquanto a enzima SOD foi imobilizada por
aprisionamento em uma membrana de kappa carragenina para catalisar a dismutagao do
radical O2™ a H20,. Assim, o H>0O; gerado foi oxidado na superficie do anodo de platina
(+650 mV vs Ag/AgCl), com a consequente geracdo de sinal amperométrico,
proporcional a concentracdo de 0> em solugdo. O biossensor se mostrou simples, com
um minimo de pré-tratamento necessario a amostra, com boa eficieéncia analitica
apresentando um coeficiente de variacdo (CV) < 10%, além de relacio com métodos
classicos para determinagdo da capacidade antioxidante. Este mesmo grupo de pesquisa
tem se dedicado ao desenvolvimento, otimizacdo e aplicacdo deste biossensor para
determinacdo da capacidade antioxidante em diversos tipos de amostras
(CAMPANELLA et al., 2013; CAMPANELLA et al., 2009; CAMPANELLA et al.,
2004a; CAMPANELLA et al., 2004b; CAMPANELLA et al., 2003; CAMPANELLA;
BONANNI; TOMASSETTI, 2003; CAMPANELLA et al., 2001). Apesar do pequeno
nimero de etapas necessérias e do bom desempenho analitico, o alto potencial aplicado
pode admitir a oxidacdo direta dos compostos fendlicos (ROSATTO ez al., 2001) e
sistemas bienziméticos (imobilizados e/ou em soluc¢do) devem ser evitados por encarecer
o custo do processo em virtude do valor dos reagentes e de grandes quantidades
necessarias quando se emprega a enzima em solugdo. Além disso, o uso da enzima SOD
para a geracao de H2O: poderia ser suprimido, uma vez que a dismutacio do Oz a H202
ocorre de modo ripido e espontaneo, e que a medida da capacidade antioxidante, contra
ambas as EROs, seria biologicamente mais interessante (CORTINA-PUIG et al., 2010).

A capacidade antioxidante de amostras vegetais tem sido atribuida, especialmente,

ao contetido em compostos fendlicos.
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2.4 Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos s@o considerados um dos mais importantes grupos de
metabolitos secundarios de plantas, devido a sua grande participac@o no desenvolvimento
morfolégico, processos fisioldgicos e reproducdo vegetal. Sdo responsdveis pela cor,
adstringéncia, aroma, estabilidade oxidativa, além de um amplo espectro de propriedades
bioldgicas, conforme apresenta a Figura 8, que se devem a sua estrutura molecular

varidvel (DZIALO et al., 2016; ANGELO; JORGE, 2007).

Atividade
cardioprotetor
Prevencao de Atividade anti-
osteoporoses inflamatoria
Efeito protetor Atividade
pulmonar antienvelhecimento

Efeito neuro- Efeito protetor

Compostos Fendlicos

protetor renal
Efeito Foto protetor
antimicrobiano uv

Atividade Efeito
anticancer hipoglicemiante
Capacidade
antioxidante

Figura 8 - Atividades bioldgicas conferidas aos compostos fendlicos naturais (Adaptado
de Ll et al., 2014).

Compostos fendlicos sdo definidos como substincias que possuem ao menos um

anel aromdtico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
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funcionais. Nas plantas, geralmente esses compostos contém mais anéis fendlicos e,

portanto, sdo chamados de polifenéis (ANGELO; JORGE, 2007; LEE et al., 2005).

Compostos fendlicos podem ser classificados em compostos flavondides e nao-

flavonoides, conforme apresenta a Figura 9.
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Compostos nao-flavonéides

Flavonois

Flavonas o O

Flavanonas o O

Flavanéis

Isoflavonas

Acidos fenoélicos

Hidroxibenzdicos C6-C1

Hidroxicinamicos C6-C3

Estilbenos C6-C2-C6

Lignanas (C6-C3),

Taninos

Hidrolisaveis (C6-C1)n

Condensados (C6-C3-Cl1)n

Figura 9 - Classificacao dos compostos fenélicos (ANGELO; JORGE, 2007;
HOLLMAN; KATAN, 1999).
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Compostos flavondides possuem baixo peso molecular e s@o caracterizados
estruturalmente como difenil propanos (C6-C3-C6), com dois anéis aromadticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado anel C (Figura 9). Variacdes em substitui¢des do anel C resultam em
importantes classes de flavonéides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavanéis (ou
catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substituicdes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavondides (ANGELO; JORGE, 2007;
HOLLMAN; KATAN, 1999).

Em vegetais, os flavondides compreendem o maior e mais diverso grupo de
compostos fendlicos, em que desempenham funcdes de foto protecdo, protecdo contra
microrganismos patogénicos, acdo antioxidante e inibicdo enzimdtica (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000). In vivo, evidéncias confirmam atividades contra radicais livres, como
antibioticos, antialérgicos, agentes antidiarreicos, anti-inflamatérios, entre outros
(ARAGAO, 2013; ROSS; KASUM, 2002).

Os principais compostos fendlicos ndo flavondides consistem em dcidos fendlicos
(hidroxibenzoatos e hidroxicinamas), estilbenos, lignanas e taninos.

Os éacidos fendlicos mais comuns em tecidos vegetais sdo os 4cidos
hidroxicinamicos e incluem o 4cido cafeico, clorogénico, cumarico, ferdlico e sindpicos.
Taninos também sdao amplamente distribuidos nas plantas e podem ocorrer como taninos
hidrolisaveis (formados na via dos 4cidos fendlicos com polimerizagdo do actcar) e
taninos condensados (combinagdo de flavonéides) (DZIALO et al., 2016).

Sabe-se que grupos hidroxilas livres em compostos fendlicos sdo os principais
responsaveis pela capacidade antioxidante destes, mas outros fatores também influenciam
este comportamento, tal como o carater dos substituintes (grupo carboxila ou acetila) e

sua posicao em relacdo aos grupos hidroxila (SROKA; CISOWSKI, 2003).

2.4.1 Determinagao de compostos fendlicos

Virios métodos espectrofotométricos baseados em reacdes de oxidacdo-redugdao
entre os compostos fendlicos e fons metdlicos t€ém sido usados para estimar o conteudo
total de compostos fendlicos em extratos vegetais. Todavia, o que utiliza o reagente Folin-
Ciocalteu foi o empregado neste estudo e figura entre os mais extensamente empregados

(SOUSA et al., 2007).
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O método baseia-se na capacidade do reagente Folin-Ciocalteu (coloragdo
amarela) ser reduzido ao complexo fosfo-tinico/fosfomolibdénio (croméforo azul) por
substancias redutoras como os compostos fendlicos. Conforme a reagcdo apresentada na
Figura 10, os compostos fendlicos (representado pelo 4cido gédlico), em meio alcalino,
dissociam um préton, levando a formacdo do anion fenolato que reduz o reagente de
Folin-Ciocalteu. Assim, a concentracdo do croméforo formado (coloragdao azul) é
proporcional a concentracdo de substincias redutoras ou compostos fendlicos presentes
na amostra e pode ser estimada espectrofotometricamente na regido do visivel (PIRES et

al., 2017).

COOH COO~ COO~
Na,CO
5 + EY—— + 2Mo™ + 2H'
HO OH HO OH 0~ [ o
OH OH 0]
Acido gilico Anion fenolato

Figura 10 - Esquema de equagdo proposta para o método Folin-Ciocalteu (PIRES et al.,
2017).

A determinag@o de substancias fendlicas em alimentos é ainda mais complexa,
ndo s6 por causa da natureza da matriz, mas também pela diversidade dos compostos
existentes, com grande variabilidade de estruturas quimicas. Além disso, as substancias
fendlicas possuem uma diversa faixa de polaridade e tamanho, e podem ser encontradas
em diferentes niveis de concentragdo. Assim, a separacao, determinagio e identificagao,
bem como a sua extracdo das amostras, ndo é um processo facil. Essa andlise tem sido
feita principalmente mediante métodos baseados na técnica Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massas ou espectrometria de
massas tandem (BARBOSA et al., 2018; LUCCI; SAURINA; NUNEZ, 2017).

A CLAE ¢ o tipo mais versatil e mais amplamente empregada de cromatografia
por elui¢do que permite separar, identificar e determinar componentes de uma grande
variedade de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos. A Figura A3 do Anexo A,
apresenta os componentes tipicos de um sistema CLAE convencional, bem como uma

ligeira explanacao sobre o funcionamento dos seus componentes.
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Nos ultimos anos, diferentes fabricantes adaptaram equipamentos que permitiram
a miniaturizagcdo da técnica, denominando-a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE). A CLUE proporciona a mdixima eficiéncia cromatografica das particulas
porosas inferiores a 2um e, com isso, ganha em resolucdo, sensibilidade, tempo de
reten¢do, velocidade linear, largura e eficiéncia nos sinais, permitindo assim uma andlise
mais rédpida e com um gasto de solventes e amostra menores entre as andlises quando
comparadas com a CLAE (particulas convencionas de 10 pm, 5 um ou 3,5 um)

(NOGUEIRA et al., 2011).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento das propriedades nutricionais, antioxidantes e
bioativas de frutos nativos da regido amazdnica e desenvolver uma ferramenta de

eficiéncia analitica para determinagdo da capacidade antioxidante em amostras reais.

3.2 Objetivos Especificos

No tocante aos frutos abiu (Pouteria caimito), agai (Euterpe oleracea), bacuri
(Platonia insignis), biriba (Rollinia orthopetala), buriti (Mauritia flexuosa), cupuagu
(Theobroma grandiflorum), inajad (Maximiliana maripa), monguba (Pachira aquatica),
pajurd (Couepia bracteosa) e uxi (Saccoglotis uchi):

e (aracterizar bromatologicamente em relacio aos teores de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas totais, carboidratos totais, energia, pH e acidez em 4cido citrico;

e Determinar os elementos minerais Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Na e Zn por ICP OES e
avaliar os resultados, considerando a complexidade de cada matriz, a otimizagdo
instrumental, a essencialidade e/ou toxidade dos elementos nos limites de tolerdncia
fisioldgica;

e Determinar a capacidade antioxidante de extratos aquosos, etandlicos e
hidroetanélicos (1:1) pelos métodos DPPH, ABTS e NBT;

e Avaliar a atividade antiproliferativa de extratos dos frutos contra linhas celulares de

cancer de c6lon humano (caco-2) pelo método sulforodamina B (SRB);
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e Determinar compostos bioativos através da quantificagao da vitamina C e compostos
fendlicos por titulometria de 6xido-reducdo e colorimetria, respectivamente;
¢ Identificar e quantificar compostos fendlicos, por CLUE acoplado a espectrometria de
massas de alta resolucdo, dos frutos com maiores capacidades antioxidantes e atividade
antiproliferativa.

No que concerne a nova ferramenta analitica para determinacdo da capacidade
antioxidante (biossensor):
e Desenvolver um biossensor amperométrico para determinacdo da capacidade
antioxidante em amostras reais;
e Otimizar o processo de biofuncionaliza¢do do biossensor;
e Caracterizar a efici€ncia analitica do biossensor desenvolvido por meio de figuras de
mérito;
e Aplicar o biossensor para determinagdo da capacidade antioxidante de antioxidante

puro e amostras reais de frutos amazonicos e ndo autoctones.

4. JUSTIFICATIVA

Por prevenir e até mesmo curar algumas enfermidades e/ou restabelecer a satde,
o consumo de alimentos naturais tem sido incentivado. O mecanismo de agdo dos
nutrientes presentes nestes alimentos, tais como minerais, vitaminas € compostos
bioativos, sustentam essa valorizacdo (SANTOS; LIMA, 2008).

A alimentagdo carente em minerais e vitaminas tem vitimado bilhdes de pessoas
a sobreviverem em condi¢des abaixo de seus potenciais fisico e mental. Dentre os fatores
que contribuem na manuten¢do deste quadro pluricarencial destacam-se a falta de
recursos econdmicos e o habito de valorizagcao de alimentos industrializados ou alimentos
importados de outras regides. Certamente o desconhecimento do valor nutricional de
alimentos regionais favoreceram enormemente esses fatores (MANDELBAUM-
SCHIMID, 2004).

Com uma gigantesca diversidade em espécies vegetais, a regido amazodnica
apresenta milhares de espécies nativas ndo estudadas (HIGUCHI; HIGUCHI, 2004), em
que a dimensao geogréfica aliada a grande biodiversidade vegetal possivelmente explica
a existéncia de espécies com potencial alimenticio e farmacolégico desconhecido

(KINUPP; BARROS, 2008).
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Dentre os alimentos naturais, os frutos se destacam por serem sabidamente fontes
em minerais, vitaminas € compostos antioxidantes (SINDHI er al., 2013; ALISSA;
FERNS, 2012; TACO, 2011; RUFINO et al., 2010; HAMID et al., 2010; FRANCO,
2005; STEINMETZ, POTTER, 1996). Apesar da diversidade em frutos nativos
amazonicos e do forte apelo em novas cores, sabores e texturas, e ainda da relevancia
econOmica, nutricional e terapéutica de frutos, e do fato do conteido nutricional de frutos
silvestres serem, em geral, superiores aos de frutos domesticados (ODHAV et al., 2007),
ainda assim sdo escassas as informacdes sobre a composi¢cdo bromatoldgica, mineral e de
compostos bioativos de frutos nativos da regido amazodnica o que favorece sua
desvalorizacdo local e nas demais regides brasileiras (BORGES et al., 2013).

Diante disso, a caracterizacao de frutos nativos da regido amazonica é importante,
nao s6 por se referir a novos dados dos constituintes considerados importantes a saude
humana, mas também por estar relacionado a saude e produtividade do vegetal. Dados
sobre a composi¢do de frutos nativos sd@o essenciais para agregar valor e encorajar o
mercado nacional e internacional e assistir a industria de alimentos, de cosméticos,
farmaceéutica, dentre outras. Além disso, o conhecimento da composi¢cdo quimica é
essencial para o controle de qualidade e seguranca alimentar, bem como para a avaliagdo
da adequacdo da ingestdo de nutrientes por individuos ou populac¢des (TACO, 2011).

Com o atual aumento no interesse pela determinacdo da eficicia e uso de
antioxidantes naturais em diversas aplicacdes como na tecnologia de alimentos, industria
de cosméticos, nutracéutica, medicina e outros, o desenvolvimento de métodos para a
determinacdo da capacidade antioxidante contra radicais de relevancia bioldgica tem
recebido muita atencdo. Em geral, métodos espectrofotométricos, eletroquimicos e
cromatograficos t€m sido explorados para este fim (PISOSCHI; NEGULESCO, 2011).

Os métodos convencionais apresentam desvantagens que podem estar
relacionadas ao emprego de radicais sintéticos que nao refletem as espécies reativas que
existem naturalmente em sistemas bioldgicos; instabilidade das fontes oxidantes
empregadas; solubilidade e pH limitados a fonte oxidante; morosidade em virtude do
nimero de etapas; equipamentos caros que exigem operador treinado; impossibilidade de
uso in loco; baixo desempenho analitico; entre outros (SINDHI er al., 2013; SINGH;
SINGH, 2008; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Nas duas tltimas décadas biossensores eletroanaliticos tém sido considerados uma

alternativa eficiente para medir a capacidade antioxidante em alimentos, apresentando um
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desempenho superior aos ensaios convencionais (LATES; MARTY; POPESCU, 2011).
Entre eles os biossensores amperométricos baseados na capacidade de eliminar os
radicais O;" e/ou H2O» gerados em sistema in vitro, sdo os mais aplicados em matrizes
vegetais. No entanto, uma série de desvantagens foram observadas, como altos potenciais
de trabalho que permitem interferéncias eletroquimicas, alta quantidade de enzimas ou
ainda sistema bienzimdticos que encarecem o processo total, auséncia de aplicagdes em
amostras reais de alimentos e uso de metais pesados téxicos como mediadores
eletroquimicos (CORTINA-PUIG et al. 2010; CAMPANELLA et al., 2013; LATES;
MARTY; POPESCU, 2011; CORTINA-PUIG et al. 2009; CAMPANELLA et al., 2009;
CAMPANELLA et al., 2004a; CAMPANELLA et al., 2004b; CAMPANELLA et al.,
2003; CAMPANELLA; BONANNI; TOMASSETTI, 2003; CAMPANELLA et al.,
2001).

Uma ferramenta analitica que apresente vantagens frente as limitacOes dos
métodos convencionais e seja passivel de utilizacdo diretamente no ambiente (in situ)
minimizaria perdas de compostos antioxidantes sensiveis a condi¢des de luminosidade,
temperatura e presenca de oxigénio, tais como a vitamina C, taninos e antocianinas. Além
disso, uma vez retirada das diversas influéncias fisicas (pressdo, temperatura, luz, clima,
intemperismo e etc), quimicas (acidez, alcalinidade, hidratacdo, fotodecomposicao e etc)
e bioldgicas (fisiologia animal ou vegetal, ambiente de producdo e etc) do seu meio, a
amostra em geral sofre alterac@o no seu equilibrio natural (ROCHA; ROSA; CARDOSO,
2004).

Neste sentido, é evidente a necessidade de uma ferramenta analitica para
determinacdo da capacidade antioxidante que busque solucionar os problemas
apresentados pelas técnicas existentes e que ofereca as vantagens de construgdo facilitada,
alta precisdo, sensibilidade de deteccdo e possibilidade de utilizag¢do tanto em laboratério

quanto in loco.
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5. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério do Grupo de Estudos e
Analises Ambientais - GEEA da Universidade Federal do Maranhio (UFMA), em
laboratérios da Universidade Federal de Roraima (UFRR) e no Laboratério Biosensors-

Analyses-Environment (BAE) da Universidade de Perpignan Via Domitia (UPVD).

5.1 Reagentes e Demais Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica e a 4gua utilizada
foi deionizada (Milli-Q Millipore 18,2 MQ cm™'). Azul da Priissia ou ferrocianeto férrico
(PB) foi obtido da Gwent Group (Torfaen, United Kingdom). Fotopolimero &lcool
polivinilico hidrossoluvel (PVA-AWP) foi adquirido da Toyo Kogyo Corporation (Chiba,
Japan). Eter de petréleo, hidréxido de sédio (NaOH), biftalato de potédssio (CsHsKOs),
fenolftaleina (C20H1404), dcido sulfiirico (H2SO4), iodeto de potdssio (KI), amido anidro,
1odato de potéssio (KIO3), 4cido nitrico (HNO3), peroxido de hidrogénio (H202), 6xido
de itrio (Y203), quercetina (C15sH1007), cido ascérbico (CsHsgOg), dcido galico (C7HeOs),
Folin-Ciocalteu (FC), carbonato de sédio (NaxCOs), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH), 2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS), persulfato de
potassio (K2S20s), cloreto de sédio (NaCl), fosfato de sddio dibasico (Na2HPO4), fosfato
de potédssio monobdsico (KH2POy4), fosfato de potassio dibdsico (K2HPO4), cloreto de
potassio (KCl), dcido etilenodiaminotetracético (EDTA), nitroazul de tetrazélio (NBT),
hipoxantina (HX), enzima xantina oxidase do leite bovino (XOD) e etanol absoluto
(C2Hs0O), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Soro Bovino Fetal (SBF),
solug@o de aminodacidos ndo essenciais (ANE), penicilina (C16H1sN204S), estreptomicina
(C21H39N7012), anfotericina (C47H73NO17), acido tricloroacético (ATA), sulforodamina B
(SRB), 4cido acético (C2H40»), tris base (C4H11NO3), foram todos adquiridos da Sigma-
Aldrich Corporation (Nasdag-Sial, Darmstadt, Germany). = Metanol (CH3OH),
acetonitrila (C2H3N), 4cido férmico (CH20-) e acetona (C3HeO) também foram obtidos
da Sigma-Aldrich, e 4cido cloridrico (HCl) foi da Merck (Seelze, Alemanha).

As solugdes padroes de compostos fendlicos foram preparadas a partir de

diluicdes de 53 padrdes de 1000 mg L' de grau de pureza exigida pela técnica em
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metanol, em frascos de vidro ambar. Todos os compostos fendlicos estudados foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinhein, Germany).

Os materiais utilizados como vidros e plasticos empregados nas determinagdes
elementares foram previamente deixados em um banho de HNOs a 10% (v/v) por no
minimo 24 h, lavados com dgua e secos. As solugdes de Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Nae Zn
foram preparadas a partir da diluicdo de padrdes de pureza analitica a 1000 mg L' (Merck
Millipore Certipur®; Specsol®) em 2% (v/v) de HNOs.

Todo material volumétrico de precisao foi previamente calibrado.

5.2 Equipamentos

As desidratacoes por criodessecacdo foram realizadas em um liofilizador (Liotop,
L101) por 48 h até completa desidrataciio, operando com pressdo de 30 10> mmHg e
temperatura de -50°C. A Figura B1 do Anexo B mostra as fotos do equipamento.

As extracOes para as determinacdes elementares foram realizadas em forno micro-
ondas (CEM Corporation, MARS Xpress 6.0, Matthews, NC, USA). Para extracdo dos
minerais, as amostras foram inseridas em tubos de teflon que acompanham o
equipamento. A Figura B2 do Anexo B mostra as fotos do equipamento, com destaque
para o carrossel onde se encontram os tubos de teflon.

Para as andlises elementares, foi empregado um sistema de Espectrometria de
Emissido Optica Com Plasma Indutivamente Acoplado, ICP OES (Shimadzu, ICPE-9820,
Japan) sob 1,2 kW de poténcia e 10 L min™! de fluxo de argdnio. A Figura B3 do Anexo
B apresenta fotos do sistemas de ICP OES.

Para extracdo de compostos antioxidantes, foi empregado um misturador de
amostras (Invitrogen, HulaMixer, Carlsbad, USA). Centrifugacdes de extratos foram
realizadas em uma centrifuga de 12 furos (Hettich, Rotina 380 R, Tuttlingen, Germany).
Determinagdes espectrofotométricas foram realizadas em leitor de ELISA (Multiskan Ex
Primary, Shanghai, China) utilizando o software Ascent, versdo 2.6. As leituras de
absorbancia, durante os testes de viabilidade celular, foram realizadas em um
espectrofotometro de varredura multipla (Biotex Sinergy ht Siafrtd, Vermont, EUA).

As determinagdes cromatograficas dos compostos fendlicos foram realizadas
empregando-se um sistema CLUE Accela (Thermo Fisher Scientific, San José, CA, USA)

(Figura B4, Anexo B), equipado com uma bomba quaternaria, um autoamostrador € uma
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coluna de fase reversa Ascentis Express Cig de camada porosa (150 x 2,1 mm, tamanho
de particula parcialmente porosa de 2,7 pm) fornecida pela Supelco (Bellefonte, PA,
EUA). O sistema CLUE foi acoplado a um sistema de espectrometria de massa de alta
resolucao Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) equipado com uma fonte de
ionizacdo por eletropulverizagdo aquecida (HESI-II) operada em modo de ionizacdo
negativa. Os dados brutos da espectrometria de massas foram processados pelo software
ExactFinder versao 2.0 (Thermo Fisher Scientific) através da aplicacdo de uma lista de
bancos de dados, compreendendo os 53 compostos fendlicos estudados e caracterizados.

As medi¢des amperométricas foram realizadas empregando-se um potenciostato
MicroAutolab III Type (Metrohm, Netherlands), com auxilio do software General
Purpose Eletrochemical System (GPES), versao 4.9. A Figura B5 do Anexo B apresenta
fotos do potenciostato, dando destaque ao conector feito sob encomenda para adaptagcdo
do biossensor. As medidas foram realizadas em célula de vidro escuro de 10 mL
preenchida com solucdo tampdo K-PBS de 50 mmol L! contendo KCla 10 mmol L' (pH

7,5) sob agitagao magnética (300 rpm), a temperatura ambiente.

5.3 Caracterizacio de Frutos da Regiao Amazonica

5.3.1 Amostras e amostragem

Dez frutos nativos da regido amazonica foram contemplados neste estudo e os
dados sobre a por¢do avaliada e locais de coleta sdo apresentados na Tabela 1.

A sele¢do dos frutos bacuri, biribd, inajd, monguba, pajurd e uxi se deu em virtude
da escassez de informacdes sobre suas propriedades quimicas e biologicas nas tabelas de
alimentos brasileiras (FRANCO, 2005; TACO, 2011; BRASIL, 2015), bem como pela
desvalorizacdo destes frutos no mercado nacional sem que ao menos se conhecam suas
potencialidades (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2015). Por outro
lado, os frutos de abiu, agai, buriti e cupuacu foram também estudados devido existirem
informacdes na literatura uteis para fins de comparagdo com os resultados obtidos nesta
pesquisa.

As amostras foram devidamente acondicionadas em sacos pldsticos, rotuladas,
armazenadas em caixas térmicas refrigeradas e transportadas imediatamente ao

laboratério. No laboratdrio as amostras foram lavadas em dgua corrente abundante com
53



a finalidade de remover particulas do solo, poeiras e outros residuos. Em seguida, foram

mergulhadas em &4gua deionizada por trés vezes, secas a temperatura ambiente e

armazenadas a -20 °C (freezer) até o momento da andlises. As amostras, em base imida,

foram empregadas nas andlises bromatoldgicas, minerais e na determinacdo da

concentracdo de vitamina C. Enquanto uma parte das amostras foi liofilizada e

armazenada em embalagens a vdcuo e ao abrigo de luz para as demais anélises (vide

Figura B8, Anexo B).

Tabela 1 - Informagdes agrondmicas, de classificacdo e de localizacdo da amostragem
dos frutos amazonicos estudados

Abiu Pouteria caimito Sapotaceae Polpa 25::29 ,’S 32 :j,,,’\l;
Acai Euterpe oleracea Arecaceae ,E;E);; 25:257 ,’S 2 :86,’,,\1;17
Bacuri Platonia insignis Clusiaceae Polpa fj:f 81,‘2416 ’91,:;
Biriba Rollinia orthopetala Annonaceae Polpa 212: 3 f,gi’g ,',’\1;
Buriti Mauritia flexuosa Arecaceae Polpa ;)93 :5212,:57:3 ""i’\IV
Cupuacu Theol?roma Sterculiaceae Polpa 02°50°43,3"N

grandiflorum 60°39740,8”W
Inaja Maximiliana maripa Arecaceae Polpa 25::26 :f;t’f ”’?V
Monguba Pachira aqudtica Malvaceae Améndoas 212:33,‘553”19,',&
Pajurd Couepia bracteosa Chrysobalanaceae Polpa 5062:;60"12 30, ’71,,"\)SV
Uxi Saccoglotis uxi Humiriaceae Polpa 5062:33 96,'2589’ ’89’:’;

Exsicatas das amostras foram produzidas e incorporadas ao Herbario do Museu

Integrado de Roraima (MIRR) para dirimir eventuais dividas acerca da identificacao

taxondmica do material sob estudo.
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5.3.2 Caracterizacdo bromatoldgica

Os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipidios, bem como o valor do pH e a
acidez em 4cido citrico foram determinados em triplicata, de acordo com as metodologias
oficiais (Quadro 2) adotadas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) e Association Of
Official Analytical Chemists-AOAC (CUNNIFF, 1998).

Quadro 2 - Descricao resumida dos métodos bromatolégicos empregados

A . Cédigo do
Parametro Método Método
Umidade Secagem direta em estufa a 105 £ 5°C 012/1vV
Acidez em Ac. Citrico Titulometria com NaOH 016/1V
pH Medida direta em pHmétro 017/1vV
Cinzas Aquecimento em mufla a 550 + 10°C 018/1V
Lipideos Extracdo direta em soxhlet com 032/1V
extrator éter de petréleo
Proteinas Kjedhal classico 036/1V

FONTE: IAL, 2008.

O teor de carboidratos, em porcentagem, foi calculado pela diferenga percentual,
considerando-se a somatdria dos valores de proteinas, lipideos, umidade e cinzas (AOAC,
1997). O valor da energia total, em Kcal por 100 g de amostra, foi estimado considerando
o calor de combustdo e a digestibilidade a partir dos teores de proteinas, lipidios e
carboidratos, utilizando o coeficiente de conversio de 9 Kcal g!' de lipideos e 4 Kcal g’!

de proteinas e carboidratos (MERRILL; WATT, 1973).

5.3.3 Determinagao dos teores de minerais

Foi empregado o procedimento convencional (AOAC, 2002) para a extragdao dos
minerais das matrizes vegetais, em forno micro-ondas, seguido da andlise dos elementos
empregando-se a técnica ICP OES. Massas exatas de 1,0 a 2,0 g das amostras
homogeneizadas (massa imida) foram tomadas diretamente em um tubo de digestdo, de
modo a ndo ultrapassar 0,5 g da amostra em massa seca. Ao tubo, foram adicionados,

sequencialmente, 5,0 mL de HNO3 concentrado, 2,0 mL de H20; a 30% (v/v) e 0,5 mL
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de Y203 a 100 mg L, este tltimo usado como padrdo interno. A mistura foi submetida a

um programa de aquecimento em forno de micro-ondas, cujas condi¢des de operacao sao

apresentadas na Tabela 2 (AOAC, 2002).

A solugdo resultante foi diluida para 25,0 mL e filtrada em papel filtro quantitativo

(28 um), devido a presenga de particulas em suspensdo. Brancos foram preparados para

cada uma das amostras. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Tabela 2 - Programa de digestdo em forno micro-ondas

Etapas Poténcia (W) Duracio (min)
1 250 3
2 630 5
3 500 22
4 0 15

A determinacdo dos elementos Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Na e Zn foi realizada pela

técnica de ICP OES, cujas condi¢des gerais de operacgdo utilizadas e suas especificagcoes

sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condic¢des experimentais de operacdao do ICP OES

Parametros Dados

Espectrometro Shimadzu, Modelo 9820
Software ICPEsolution Launcher
Nebulizador Conceéntrico

Gerador de radiofrequéncia 1,2 Kw

Vazao do Argbnio

Fluxo do gés de arraste
Velocidade de rotagdo da bomba peristéltica

Correcao de fundo

Configuracdo da visao

Linhas de Emissao Atomica (A nm)

Auxiliar: 0,6 L min™"

Principal: 10 L min™
0,7 L min™!

20-60 rpm

2 pontos

Radial: Mg e Na
Axial: Ca, Cu, Fe, Li, Mn e Zn
Ca (183,801); Cu (327,396);
Fe (259,940); Li (610,364);
Mg (383,826); Mn (257,610);
Na (589,592); Zn (213,856).

1
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A otimizacgao instrumental para a determinagao de cada espécie mineral estudada
foi feita mediante sensibilidade, linearidade e comprimento de onda. As curvas analiticas
foram definidas para sete pontos. Neste estudo, foram adotados os seguintes paradmetros,
de forma a caracterizar a eficiéncia analitica: a precisdo através do CV, LOD, LOQ e
exatidao.

O LOD representa a concentracdo ou massa minima do analito que pode ser
detectada, em um nivel de confianga conhecido (TALEUZZAMAN, 2018), o qual foi
obtido por meio da razdo entre a média de dez (10) determinagdes do desvio padrao do
sinal do branco dos padrdes (Sbr) e a inclinacio da curva analitica (m), multiplicado pelo

fator 3 (trés), conforme expressao (1):

3. Sbr

LOD = (D

O LOQ representa a menor concentragdo em que determinacdes quantitativas
podem ser realizadas, o qual foi calculado por meio de dez vezes a razdo entre a média
de dez (10) determinacdes do desvio padrdao do sinal do branco das amostras (sbr) e a

inclinacao da curva analitica (m), conforme a expressdo (2):

10. sbr

LOQ = (2)

A exatiddo do método indica a concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro (DONATI; AMALIS;
WILLIAMS, 2017, GHOSH et al., 2013). Na auséncia de material de referéncia
certificado para as matrizes nos analitos estudados, a avaliacdo da exatidao foi feita
através de experimentos de adicdao de padrdo e célculo dos indices de recuperagdo para
trés amostras (biriba, buriti e uxi), em dois niveis de concentracdo, com trés replicatas
cada, seguindo o mesmo procedimento dado as amostras. Os niveis de concentracdo
adicionados foram estabelecidos através de compilagdes da literatura, considerando a
concentracdo na amostra € o LOQ obtido para cada espécie metdlica. Assim, foram
adotados os seguintes niveis minimo e maximo, respectivamente, para os ensaios de
fortificacdo: 8,0 e 16,0 mg L™ para os macrominerais Ca, Mg e Na; 1,5 e 3,0 mg L"! para

Li; 0,2 € 0,4 mg L! para os microminerais Cu, Fe e Zn; 0,12 e 0,24 mg L! para Mn.
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5.3.4 Determinacao da capacidade antioxidante

Para determinar a capacidade antioxidante das amostras, o método de extracdo foi
previamente definido. Para isso, o ensaio de DPPH foi selecionado e aplicado nas
amostras de buriti e uxi. Nessa etapa, foi estudada a influéncia das varidveis tempo,
temperatura, concentracdo inicial das amostras e tipo de recuperacao dos sobrenadantes.
Desta forma, foram testados quatro tempos (overnight, 3 h, 1 h e 5 min), dois valores de
temperatura (4°C e Tamb), dois valores de concentragdo inicial das amostras (25 e 100 mg
mL), e trés procedimentos de recuperacio dos sobrenadantes [centrifugacdo, filtragdo
com filtro de membrana de celulose de 0,45 pm e filtracdo com filtro de
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45 pm]. A extracdo procedeu-se por agitacdo em

misturador, seguida de extracdo assistida por ultrassom (Figura 11).

o Assisténcia
Assisténcia Quimica
fisica H,O
Ultrassom Etanol

Agitacao H,0:etanol

onicos

Frutos Amaz

Fatores de influéncia:

Tempo

Temperatura

ol = Recuperagao de sobrenadantes

L4
|
Tl
W

- (o]
%
o
==
o
-
1
i
I'—‘ -

Antioxidante

HO OH .
OH 7

Figura 11 - Esquema do método de extracao dos compostos antioxidantes, previamente
a determinacdo do potencial antioxidante dos frutos.

Os melhores resultados de inibi¢do foram obtidos mediante extracdo utilizando

100 mg mL' das amostras liofilizadas, seguida de agitacdo a 4°C, protegidas da luz,
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durante 1 h no misturador de amostras. O sobrenadante foi coletado ap6s centrifugagcao
por 10 min a 5000 rpm.

Extratos das amostras liofilizadas, em concentracdes decrescentes, foram
preparados por dilui¢dao e submetidos aos ensaios miniaturizados de DPPH, ABTS e NBT
e os resultados expressos como a concentracdo da amostra (mg mL ') capaz de inibir 50%
das fontes oxidantes (ICso) em equivalentes de 4dcido ascorbico (antioxidante padrio).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em um leitor de microplacas.

5.3.4.1 Método DPPH

O efeito do extrato etandlico de cada fruto antioxidante sobre o radical DPPH’ foi
estimado de acordo com as recomendacOes de Marinova e Batchvarov (2011), que
avaliaram o solvente e a relagdo amostra/reagente DPPH como os principais fatores que
influenciam significativamente a acurdcia do ensaio do DPPH. Testes preliminares
empregando extrato dos frutos aquoso e hidroetandlico (1:1) apresentaram a formacao de
uma suspensao nas microplacas inerentes a limitacdo da polaridade do reagente DPPH a
solventes organicos. Por este motivo, apenas os extratos etandlicos foram avaliados para
este método.

Assim, uma solucdo estoque de DPPH' a 1,75 mmol L foi preparada pela
dissolucdo em etanol, a qual foi armazenada a 4 ° C, sob protecao da luz, at€ o momento
da andlise. A partir de dilui¢des etandlicas da solucao estoque, foi preparada a solugdo de
trabalho de DPPH" de modo a obter para o controle (100%) uma absorbancia em torno de
1,0 = 0,1 unidade a 490 nm.

Resumidamente, a solugdo reativa (AOX) fo1 preparada misturando-se etanol,
extrato antioxidante (formado pelo extrato da amostra) e soluciao de trabalho DPPH’, na
sequéncia e nas quantidades apresentadas na Tabela 4. Utilizou-se etanol para o branco
controle (100%) e a solu¢do formada por etanol/extrato antioxidante foi utilizada como
branco da AOX a fim de eliminar interferéncias devido a cor das amostras. O decréscimo
da absorbancia foi registrado a 490 nm apds a incubacdo por 20 min, a 25°C, 400 rpm e

sob protecdo da luz. Um esquema resumido do ensaio DPPH € apresentado na Figura 12.
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Tabela 4 - Sequéncia de adi¢@o de reagentes para o método DPPH

Branco Controle Branco
Reagentes AOX AOX (100%) Controle

(100%)
Etanol (uL) 200 225 225 250
Extrato antioxidante (uL) 25 25 - -
Solucao de trabalho DPPH" (uL) 25 - 25 -

Incubacdo: 20 min, 400 rpm, 25°C e protecdo da luz. Leitura a 490 nm.

5.3.4.2 Método ABTS

O ensaio ABTS foi realizado de acordo com o procedimento proposto por Arnao
et al. (2001) com algumas modificacOes. Para permitir a extragdo de antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos das amostras liofilizadas, o ensaio ABTS foi aplicado em trés
extratos de diferentes polaridades: aquoso (solugdo tampao PBS 10 mmol L'}, pH = 7,4),
etanolico e hidroetandlico (1:1, v/v), de acordo com o procedimento de extragdo
previamente estabelecido no item 5.2.4.

Uma solugfo estoque formada por ABTS 7,0 mmol L' e K»S,0s 2,45 mmol L
em solucdo tampdo PBS 10,0 mmol L! (pH = 7,4) foi previamente preparada e incubada
por 12 h, a temperatura ambiente e sob protecdo da luz, a fim de permitir o equilibrio
quimico da reagéo de geragdo do radical cdtion ABTS™.

A partir de diluicdes da solucdo estoque, utilizando-se o mesmo solvente
empregado nas extragdes, foi preparada a solugdo de trabalho de ABTS™" de modo a obter
para o controle (100%) uma absorbancia de 0,7 + 0,07 unidades a 405 nm.

A solugdo reativa (AOX) foi preparada pela mistura da solucdo antioxidante
(extrato dos frutos) com a solugdo de trabalho ABTS™", conforme mostra a Tabela 5. O
solvente foi usado como branco do controle (100 %), enquanto a solucido formada pelo
solvente/solug¢do antioxidante foi usada como branco dos frutos, a fim de minimizar
interferéncias causadas pela cor das amostras. O decréscimo da absorbancia foi registrado

a 405 nm apds incubagio.
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REPLICATE
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Microplaca proposta para a medida de 5 diferentes concentragdes de AOX,
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Figura 12 - Esquema do método DPPH miniaturizado.
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Tabela 5 - Sequéncia de adi¢do de reagentes para o método ABTS

Branco  Controle Branco
Reagentes AOX Controle
AOX (100%) (100%)
Solvente (uL) - 225 25 250
Solugdo antioxidante (uL) 25 25 - -
Solug¢do de trabalho ABTS™ (uL) 225 - 225 -

Incubagao: 3 min, 400 rpm e 25°C. Leitura a 405 nm.

5.3.4.3 Método NBT

Para o ensaio NBT, o método proposto por Cortina-Puig et al. (2009) foi aplicado
com algumas modificacdes. Todas as solu¢des foram preparadas em solucao tampao de
K-PBS a 50 mmol L' (pH 7,5) contendo EDTA (0,1 mmol L) devido as condicdes
enzimaticas requeridas. A sequéncia de adi¢do de reagentes, bem como, as etapas de

incubag¢do sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Sequéncia de adi¢do de reagentes para 0 método NBT

Branco Controle Branco
Reagentes AOX AOX (100%) Controle
(100%)

K-PBS (uL) 150 175 175 200
HX (uL) 25 25 25 25
Extrato antioxidante (uL) 25 25 - -
NBT (uL) 25 25 25 25

Primeira etapa de incubagao: 5 min, 700 rpm, 25°C e protegido da luz
XOD (uL) 25 - 25 -

Etapa final de incubacdo: 15 min, 700 rpm, 25°C e protegido da luz.
Leitura a 560 nm.

O controle (100%) foi preparado misturando-se solucido tampao K-PBS, HX a
0,75 mmol L', NBT a 0,75 mmol L, seguido da homogeneizagio (primeira etapa de
incubacio), adi¢do da solucdio enzimdtica de XOD a 0,70 U mL! e incubagdo final. Uma
absorbancia em torno de 0,28 + 0,02 unidades a 560 nm € almejada para o controle

(100%).



Uma mistura reacional (AOX) foi preparada com os reagentes, na sequéncia e
quantidades informadas na Tabela 6. O branco do controle (100%) e o branco AOX foram
preparados na auséncia da soluc@o enzimética, completando-se o volume final de 250 puL
com solu¢do tampao K-PBS. O decréscimo da absorbancia foi registrado a 560 nm apds

incubacao final.

5.3.5 Testes de viabilidade celular anticancer

Linhagem de células de caco-2 foram submetidas ao tratamento e determinagao
da citotoxicidade frente aos extratos dos frutos amazonicos, utilizando o método
colorimétrico SRB que constitui um marcador de citotoxicidade muito sensivel, conforme
descrito por Skehan et al. (1990).

SRB € usado para a determina¢do da densidade celular, com base na medi¢ao
do contetido da proteina celular. O ensaio baseia-se na capacidade do corante SRB
anidnico em se ligar eletrostaticamente a componentes proteicos de células que foram
fixadas a placas de cultura de tecidos pelo 4cido tricloroacético. SRB € um corante amino-
xanteno de cor rosa brilhante com dois grupos sulfonicos que se ligam aos residuos
basicos de aminodcidos sob condi¢des dcidas moderadas e se dissociam sob condigdes
basicas. Como a ligacdo da SRB € estequiométrica, a quantidade de extrato seco das
células coradas € diretamente proporcional a massa celular (SKEHAN ez al., 1990).

As células de caco-2 foram cultivadas em solucdo meio formada pelo reagente
DMEM suplementado com 20% de soro bovino fetal, 1% de solu¢do de aminoédcidos nao
essenciais, 1% de penicilina (1000 U mL™), 1% de estreptomicina (1000 mg mLY) e 1%
de anfotericina (250 U mL"), em uma atmosfera umidificada de 5% de CO; a 37 ° C.

Os 96 pocos da microplaca foram preenchidos com 100 pL da solugdo celular a
uma densidade de 4x10* células por poco, procedendo-se 2 incubacdo a 37°C por 24 h
para o crescimento celular. Nos ensaios seguintes, o meio de cultura foi substituido pelos
extratos dos frutos preparados em solucdo meio, em concentracdes que variaram de O a
1000 pg mL"!, de modo a expor as células aos extratos durante 72 h. Posteriormente, o
crescimento celular foi avaliado, utilizando-se o0 método SRB (SKEHAN et al., 1990),
com experimentos em quadruplicata. As células foram fixadas com 100 uL de 4cido
tricloroacético 500 g L' (1 h e 4°C), lavadas com 4dgua destilada e coradas com SRB a 4

g L' durante 20 min a temperatura ambiente. A fim de remover o excesso do corante
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(ndo-ligado), procedeu-se cinco lavagens com 50 pL de 4cido acético a 10 mL L! em
cada pogo. As proteinas ligadas ao corante foram extraidas com 100 puL de tris base 10
mmol L. As leituras foram realizadas a 492 nm. O controle negativo, constituido pelas
células cultivadas no meio de cultura na auséncia dos extratos dos frutos, correspondeu
ao valor de 100% de sobrevivéncia. Um esquema resumido do protocolo utilizado é
apresentado na Figura 13. O efeito no crescimento das células caco-2 foi expresso 1Cso,

ou seja, a concentra¢do da amostra (ug mL!) capaz de inibir 50% do crescimento celular.
5.3.6 Compostos bioativos
5.3.6.1 Determinacgdo do teor de 4cido ascérbico (Vitamina C)

A determinacdo do teor de dcido ascorbico (CsHsgOg) foi realizada por titulometria
de 6xido-reducao empregando KIO3, conforme IAL (2008). A a¢ao oxidante do iodo (I2),
formado pela rea¢do entre KIO; e KI, oxida o CsHgOs a deidroascérbico (CsHeOg).
Quando todo 0 CsHsOg tiver reagido, o excesso de 2, formado pela adi¢do de mais uma
gota de KIOs serd indicado pelo amido, que adquire colorag@o azul na presencga de Iz livre.

As reagdes que ocorrem podem ser expressas pelas expressoes (3) e (4):

KIO; + 5 KI+ 3H2SO4 — 3 I + 3K2S04 + 3H,0 3)
CeHgOg + I2 — 2 HI + CsHgOs 4)

Para isto, foi tomada, em um erlenmeyer, uma massa da amostra homogeneizada
que garantisse um teor de acido ascorbico proximo a 5 mg, adicionados 50 mL de dgua e
10 mL de H2SO4 a 20% (v/v). A mistura foi homogeneizada, e a ela adicionados,
sequencialmente, 1 mL de KI a 10% (m/v), 1 mL de solu¢do de amido a 1% (m/v) e
titulada com solucdo de KIOs (0,02 mol L' ou 0,002 mol L) até coloracdo azul. As
andlises foram realizadas em triplicada. A concentragdo de vitamina c foi determina

mediante a expressao (5).

Vitamina C (mg/100g) = 100 .V F

®)

Em que: V € o volume de iodato gasto na titulagdo; F € 8,806 ou 0,8806 para KIO3 0,02

mol L' ou 0,002 mol L, respectivamente; m € a massa da amostra em gramas.
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Crescimento celular Exposicio das células aos extratos dos frutos
- 100 pL de solug@o celular (4000 células/pogo) - 100 pL dos extratos dos frutos em diferentes concentragdes
- Incubac@o em atmosfera umidificada durante 24 h - Incubagdo por 72 h

Extragio de proteinas ligadas ao corante |
com C4H1NO3

Medida da absorbéincia a 510 nm

Fixacdo e coloracao celular
- Fixacdo celular com ATA
- Coloracio celular com SRB

Figura 13 - Protocolo resumido do método SRB empregado.
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5.3.6.2 Determinagao de compostos fendlicos

5.3.6.2.1 Método Folin-Ciocalteu

O contetido de compostos fendlicos totais foi determinado mediante o método
colorimétrico Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton e Rossi (1965), com algumas
modificagdes. Com a finalidade de extrair compostos fendlicos lipofilicos e hidrofilicos,
o método Folin-Ciocalteu foi aplicado em extratos das amostras liofilizadas em diferentes
polaridades, seguindo o procedimento de extracdo previamente otimizado e descrito no
item 5.2.4. Foram empregados os extratos aquoso (solu¢do tampdo PBS 10.0 mmol L™,
pH=7.4), etandlico e hidroetandlico (1:1).

O meio reacional (AOX) foi preparado pela mistura de 125 pL. do reagente FC a
10% (v/v) e 25 pL do extrato antioxidante (extrato dos frutos), seguido da primeira etapa
de incubacdo. 100 pL da solucdo de Na,COs3 a 7,8% (v/v) foi adicionado, tendo sido
registrado o aumento da absorbancia, a 750 nm, apds 1 h de reacdo, que ocorreu sob
abrigo de luz, 400 rpm e 37°C. O branco foi conduzido na auséncia de extratos
antioxidantes, adicionando-se 25 pl. do solvente do ensaio, a fim de obter um volume
final de 250 puLL. A marcha de adi¢des e incuba¢des do método, adaptado as microplacas,
esta apresentada na Tabela 7.

Uma curva analitica de 4cido gdlico na faixa de 1 a 15 ug mL™! foi construida, de
modo a se obter uma absorbancia de 1,0 + 0,1 para a concentragio de 15 ug mL™!, medida
a 750 nm. Todas as medidas foram realizadas em triplicata em um leitor de microplacas
e os resultados expressos em mg de equivalente de 4cido gdlico (EAG) por 100 g de

amostra liofilizada.

Tabela 7 - Sequéncia de adi¢do de reagentes para o método Folin-Ciocalteu

Reagentes AOX Branco
FC 10% (uL) 125 125
Solvente (uL) - 25
Extrato antioxidante (uL) 25 -

Primeira etapa de incuba¢ao: 8 min, 400 rpm a 37°C
Na>CO37,8% (uL) 100 100
Etapa final de incubacdo: 1 h, 400 rpm a 37°C
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5.2.6.2.2 Anélises cromatogréficas

Os extratos dos frutos foram submetidos a andlise qualitativa por CLUE acoplado
a espectrometria de massas de alta resolugdo, conforme proposto por Barbosa et al.
(2018), com a finalidade inicial de se detectar os compostos fendlicos presentes. ApOs
essa andlise preliminar, amostras de biribd, inajd e monguba foram submetidas a
determina¢do quantitativa dos compostos fendlicos.

Na etapa de extracdo, uma massa de 0,1 g da amostra liofilizada foi submetida a
sonicacdo com 10 mL de uma mistura de acetona:dgua:4cido cloridrico (70: 29,9: 0,1
v/v/v). Em seguida, a mistura foi submetida a centrifugacdo a 3500 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi recolhido, filtrado em filtro de nylon de 0,45 pm de diametro de poro
(Hatman, Clifton, NJ, EUA) e conservado a - 4 ° C até a analise.

A fim de se obter a separagdo e identificacdo de uma maior variedade de
compostos fendlicos, foram empregados dois métodos de elui¢do, denominados Método
1 e 2, sendo a fase mével do Método 1 constituida da mistura de uma soluc@o aquosa de
CH202a0,1% (solvente A) e a fase movel do Método 2 uma solug¢do de CoH3N contendo
também 0,1% de CH20: (solvente B). A eluicdo dos compostos procedeu-se de acordo
com o seguinte gradiente de polaridade: 0-1 min, condi¢des isocriticas a 10% de A; 1 a
20 min, gradiente linear de 10% a 95% de A; 20 a 23 min, etapa isocratica a 95% de A;
23 a 24 min de volta as condi¢des iniciais a 10% de A; e de 24 a 30 min, condicdes
isocrdticas a 10% de A para reequilibrar a coluna. O mesmo procedimento de eluig¢do foi
empregado para o solvente B (Método 2). O fluxo da fase mével foi de 300 pL min™' e o
volume de inje¢do empregado (em modo full loop) foi de 10 puL. 53 padrdes de compostos
fendlicos pertencentes a diferentes familias (dcidos fendlicos, dcidos benzdicos, dcidos
cinamicos, aldeidos fendlicos, terpenos fendlicos, flavonas, flavandis, proantocianidinas
e estilbenos) foram monitorados, durante a anéalise.

Parametros incluindo tempo de retencao cromatogréfica, erros de massa, padroes
isotépicos e espectros de fons produto com energias de colisdo normalizadas foram

usados para fins de identificacdo e confirmacao.
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5.3.7 Anélises quimiométricas

O software Origin Pro 8.6 foi utilizado para realizar a andlise de variancia
(ANOVA), seguidas do teste Tukey a fim de verificar a existéncia de diferencas
significativas entre as concentragdes, sendo aceita significancia p <0,05. Para avaliar a
correlacdo entre os parametros foi empregada a técnica de regressao linear.

Foi feita uma Anélise de Componentes Principais (PCA), onde os dados foram
previamente auto escalonados, de modo a se atribuir o mesmo peso a todas as varidveis.
As andlises quimicas foram realizadas em triplicata, para a constru¢ao da matriz de dados

23x30 (vinte e trés varidveis e dez amostras, em triplicata).

5.4 Desenvolvimento de um Biossensor Amperométrico para Determinacao da
Capacidade Antioxidante

Um biossensor amperométrico capaz de medir a capacidade antioxidante de
amostras vegetais naturais ou processadas contra as EROs H;O; e radicais O;" foi

desenvolvido neste estudo.

5.4.1 Sensor serigrafado

Foi empregado um sistema convencional formado por 3 eletrodos impressos em
uma placa fina de policloreto de vinila (PVC) transparente, que constituiu o sensor
eletroquimico. Tal sensor foi serigrafado em uma méaquina de impressao semiautomatica
(DEK 248). A Figura 14 mostra o sensor (1), no qual foram impressos os seguintes
eletrodos: eletrodo de referéncia (2), eletrodo de trabalho (3) e eletrodo auxiliar (4). As
figuras B6 e B7 (Anexo B) elucidam a produgao dos sensores, empregando uma maquina
de serigrafia.

No sensor (1), o pseudoeletrodo de referéncia (2) foi constituido de uma linha reta
com 5x1,5 mm de didmetro, sendo formado por uma mistura (pasta) de Ag/AgCl. O
eletrodo de trabalho foi constituido de um disco de 4 mm de diametro, formado por uma
pasta de grafite comercial contendo o sal azul da Prissia como modificador. O eletrodo
auxiliar, formado de uma linha curva com 16x1,5 mm, continha somente a pasta de grafite

comercial.
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1 — Sensor serigrafado
2 — Pseudoeletrodo de referéncia
3 — Eletrodo de trabalho (WE)

4 — Eletrodo auxiliar

Figura 14 - Sensor serigrafado.

Neste estudo, uma concentragdo fixa de KCl foi estabelecida, ao preparar todas as
solucdes em solugdo tampao fosfato (K-PBS) pH 7,5. O tampao continha KoHPO4 33,33
mmol L', KH,POs 16,67 mmol L' e KCl 10 mmol L. Além de manter a atividade
enzimatica, a solu¢do tampao foi usado como eletrolito e reflete condicdes de pH e

salinidade que se aproximam das fisioldgicas.

5.4.2 Imobilizacdo enzimatica e otimizacao

A enzima XOD foi imobilizada sobre a superficie do eletrodo de trabalho por
aprisionamento com o polimero PVA-AWP. Para o procedimento de imobilizacdo, foi
preparada uma mistura homogénea contendo a solu¢do enzimaética da enzima XOD e
PVA-AWP. Um volume de 3 pL da mistura foi depositado, com auxilio de uma
micropipeta para liquidos viscosos (marca Gilson), sobre a superficie do eletrodo de
trabalho. O eletrodo foi mantido sob luz fria de ne6nio a 4°C (15 W), de forma a permitir
a polimerizagdo, e o consequente aprisionamento da enzima no eletrodo de trabalho.

O procedimento de imobilizacdo foi otimizado mediante constru¢do de diagramas
de superficie de resposta. A fim de assegurar as melhores condi¢cdes de
biofuncionalizacdo do sensor, as varidveis otimizadas foram: carga da enzima XOD
(Cxod), razao enzima:polimero (Rxp) € tempo de foto polimerizacdo (Tp). O programa
Box-Behnken Design foi utilizado, considerando-se 3 fatores e 3 niveis: Cxod (5, 8 e 10

mU/ WE), Rxp [1:2 (ou 0,33); 1:1 (ou 0,50); e 2:1 (ou 0,66)] e Tp (48, 24 ¢ 0,5 h). 15
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conjuntos de experimentos fatoriais fraciondrios foram construidos pelo referido

programa estatistico.

5.4.3 Principio do biossensor e medi¢des amperométricas

O principio de detec¢cdo foi baseado na medicdo do H>O> gerado como produto
final da reacdo enzimadtica entre a HX e a enzima XOD, ou por dismutacao espontinea
dos radicais O>". O H>0» formado enzimaticamente foi reduzido na superficie do eletrodo
polarizado (E= -100 mV vs Ag/AgCl), tendo sido a corrente gerada proporcional a sua
concentracdo. Como os antioxidantes inibem tais EROs, a sua presenca induz a
diminuicdo da corrente catddica, permitindo assim a avaliagdo da capacidade
antioxidante.

Todas as medidas amperométricas foram realizadas em células de vidro escuras
de 10 mL de capacidade, a temperatura ambiente e sob agitacao magnética a 300 rpm. O
biossensor foi previamente avaliado, mergulhando-o na célula contendo 10 mL de
solucdo tampao K-PBS, pH= 7.5, e medindo-se em seguida a corrente gerada, a um
potencial de trabalho fixo de - 100 mV vs Ag/AgCl, o qual corresponde a reducdo do
H>0; gerado. A intensidade da corrente inicial foi registrada apds o intumescimento do
PVA-AWP, seguido de estabiliza¢do do sinal, num tempo total de aproximadamente 50
min.

Como controle negativo, empregou-se a producao de EROs sem sua neutralizagao
por antioxidantes. Brevemente, um volume de 20 uL de HX 5 mmol L™! foi adicionado a
solucdo tampao K-PBS e, apds cada adicao do substrato HX e estabilizagdo do sinal (em
geral 60 s), a intensidade da corrente gerada foi registrada. Uma curva analitica da
intensidade da corrente em fun¢do da concentracdo da HX foi construida e o coeficiente
angular registrado (ma).

Em seguida, uma nova curva analitica de concentragdes crescentes de HX foi
construida, mas na presenga da solu¢@o antioxidante (padrdes ou amostras). As EROs
produzidas (H202 e O2") foram capturadas por antioxidantes presentes, induzindo a
diminui¢cdo da intensidade da corrente. Como consequéncia, um menor valor de
inclinacao foi obtido (mp) e registrado. A capacidade antioxidante foi entao expressa pelo

percentual de inibi¢do das EROs através da comparacdo dos coeficientes angulares
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obtidos nas curvas construidas na auséncia e presenca de antioxidantes, de acordo com a

expressao 6.

Capacidade antioxidante (%) = 100*[1-(mp/ma)] (6)

5.4.4 Analise de amostras reais e antioxidante de referéncia

Amostras de frutos ndo autdctones in natura (morango, laranja e maracujd) e
polpa de frutos amazOnicos (graviola, bacuri e murici) foram adquiridos nos
supermercados da cidade de Sao Luis, MA, Brasil (Vide Figura B8, do Anexo B). Apds
lavagem dos frutos, foram preparados néctares das polpas a 10% (v/v) e refresco dos
frutos in natura a 25% (v/v), ambos em solucdo tampao K-PBS.

A capacidade antioxidante para cada fruto foi determinada conforme descrito no

item 5.4.3. Acido gilico foi utilizado como antioxidante de referéncia.

5.4.5 Caracterizacdo eletroquimica e eficiéncia analitica do biossensor

Foram adotadas as seguintes figuras de mérito para avaliar a eficiéncia analitica
do biossensor desenvolvido: precisdo, expressa por meio do CV; sensibilidade absoluta,
expressa pela inclinagdo da curva analitica (m); linearidade, expressa como a faixa de
concentracdes na qual a sensibilidade (ou inclinacdo) pode ser considerada constante, e
sensibilidade relativa, expressa pelos limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo
(LOQ). Os valores de LOD foram obtidos da razdo entre o desvio padrao de 10
determinagdes (medidas do branco) e a inclinagdo da curva analitica (m), multiplicada
pelo fator 3; para o LOQ, multiplica-se pelo fator 10 (INMETRO, 2016).

Para dar maior evidéncia a precisao do método empregando o biossensor, foi
construida uma carta de controle estatistico, que determina os limites de adverténcia e
acdo (superiores e inferiores). O limite de adverténcia constitui-se do valor p + 36 e 0
limite de acdo, do valor p + 100, onde p = média das determinagdes e ¢ = desvio padrao.
Isso foi feito para monitorar o desempenho das medidas efetuadas pelo biossensor

(OLIVEIRA et al., 2013).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao dos Frutos Amazonicos Estudados

Nesse trabalho, contribuiu-se para o conhecimento das propriedades nutricionais,
antioxidantes e bioativas de dez frutos nativos da regido amazOnica, que foram
selecionados e adquiridos in natura nos estados do Amazonas, Maranhdo e Roraima, nos
locais de coleta apresentados no mapa (Figura 15), o qual foi construido a partir das

coordenadas geogréficas apresentadas na Tabela 1.

Legenda 0 250 500 750 10007250 k)
T T T M '
O Abiu @ Inaja 1:23.000.000
@ Acai O  Monguba -
> Bacuri & Pajura R,
(> Biriba @ Uxi
O Buriti 3 Limite Amazdnia Legal Elaboragao: SILVA, T. F.
@® Cupuagu O Unidade da Federacéo Landsat 7 UTM+
Google Satellite Datum: WGS 84
9 Pseudo Mercalor

Wror

Figura 15 - Mapa com a localizagdo geografica dos locais de coleta.

Informagdes sobre o periodo de frutificacdo de frutos sdo fundamentais pois
permitem prever os periodos de reproducdo das plantas, seus ciclos de crescimento, o
periodo para obten¢ao de frutos e também sementes para fins silviculturais, além de outras
caracteristicas de grande valia no manejo florestal, ambiental, para especialistas da 4rea

da satide e para os consumidores em geral (Figura 16).
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Figura 16 - Sazonalidade de frutificacdo dos frutos amazonicos sob estudo ao longo do ano.
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A Figura 16 mostra informacgdes sobre o periodo da formacdo dos frutos das
plantas avaliadas neste estudo, a qual foi construida através da compilacdo das épocas de
frutificacdo apresentadas na literatura (BRASIL, 2015; FALCAO; LLERAS; KERR,
1981; RIOS; PASTORE JUNIOR, 2011). Os dados da sazonalidade de frutificagao,
quando confrontado com informagdes sobre as propriedades nutricionais, antioxidantes e
bioativas, contribuem na indicacdo de fontes de aporte de nutrientes aos seres humanos e

outros animais no decorrer de cada ano.

6.1.1 Caracterizacdo bromatolégica dos frutos

A caracterizacdo bromatoldgica de alimentos brasileiros tem sido estimulada para
reunir informacgOes, atualizadas, confidveis e adequadas a realidade nacional. O
conhecimento da composi¢do de alimentos €, pois, de suma importancia para avaliacdo
nutricional e adequacdo da dieta alimentar de individuos, de populacdes e, também, para
o planejamento agropecudrio e para a indistria de alimentos (ARAGAO, 2013).

Os resultados obtidos da caracterizacdo fisico-quimica para os frutos
contemplados neste estudo sdo apresentados na Tabela 8. Observa-se elevada precisdo
dos resultados, com coeficientes de variagdo (CVs) inferiores a 11,8%.

Avaliando-se o pardmetro umidade, a maioria dos frutos apresentou teores
superiores a 60%, com excecdo da polpa do buriti (55,9%) e uxi (31,7%). Diante disso,
espera-se que as polpas de buriti e uxi sejam menos sujeitas a perda de sua qualidade com
o tempo, tendo em vista que a umidade reflete o teor de 4gua ligada e livre presente no
fruto, e esta dltima € a responsdvel por servir de meio de cultivo para microrganismos que
provocam alteragdes indesejaveis (BOLZAN, 2013). Por outro lado, esses dados podem
contribuir tanto com o consumidor quanto com a industria, por ocasido da escolha de um
fruto com elevado teor de dgua, na dieta e na formulagdo de produtos que exijam tal
caracteristica. Comparando-se os teores de umidade com a literatura, observa-se certa
concordancia aos reportados para as polpas de uxi (MARX et al., 2002; BERTO et al.,
2015a), abiu (LOVE; PAUL, 2011), biriba, pajurd, bacuri (BERTO et al., 2015a), acai
(NASCIMENTO, 2008), buriti (MANHAES; SABAA-SRUR, 2011), cupuagu (TACO,
2011), inaja (BEZERRA et al., 2006) e para as améndoas de monguba (OLIVEIRA et al.,
2000).
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Tabela 8 - Caracterizagdo fisico-quimica dos frutos in natura

Frutos Umidade Cinzas Lipideos Proteinas  Carboidratos AA* Citrico Energia
Amazonicos g 100! Kcal 100g™! pH
Abiu 71,7 (0,2)* 0,3 (9,3) 0,3 (3,6)* 0,2 (4,3)* 27,4 0,06 (5,0)* 1134 6,8 (0,6)*
Acaf 88,2 (1,9 0,7 (10,5) 4,3 (0,4) 0,7 (7,2) 6,1 0,08 (6,6) 66,3 5,7(0,3)°
Bacuri 91,2 (0,2) 0,2 (11,7)* 0,4 (9,9)* 0,3 (2,1)*" 7.9 0,6 (5,5) 36,2 3,7(1,4)°
Biriba 89,5 (8,2) 2,1(8,3) 0,06 (6,2)* 1,0 (9,2)° 7.4 0,2 (5,6)*" 34,2 5.8 (4,6)°
Buriti 55,9 (0,3) 1,3 (1,2)° 21,0 (0,5) 2,1(5,9) 19,7 0,9 (1,1) 276,3 3,8 (8,4)
Cupuacu 82,3 (0,3)° 1,1 (3,1)° 0,6 (10,6)* 0,4 (2,5)° 15,6 1,8 (9,7) 69,2 4,1 (0,5)4
Inajd 67,5 (0,1)*¢ 1,2 (1,0)*¢ 4,3 (8,6)° 0,5 (1,5)" 25,5 0,07 (4,7)* 146,5 5,7 (0,4)°
Monguba 70,4 (1,2) 1,4 (1,7)>4 18,7 (7,0) 2,4 (5.2 7,2 0,3 (8,7)° 206,5 6,7 (3,4)
Pajurd 63,0 (0,5)° 0,9 (3,1) 0,1 (10,8)* 0,9 (0,8)° 35,0 0,2 (10,6)*" 144.8 55(3.8)"
Uxi 31,7 (2,5) 1,2(3,8)>4  233(11,8) 2,2 (4,9)¢ 41,7 0,2 (6,9)>¢ 384,7 4.4 (3,79

Resultados obtidos em base umida. Entre parénteses, t€ém-se os coeficientes de variacdo (CV, %): precisdao das medidas. Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma
coluna, nio diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. * AA=Acidez em &cido.
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O conteddo de cinzas mostrou-se inferior a < 2,1% para todas as amostras, sendo
que a polpa de biriba revelou possuir o maior conteido mineral.

As polpas de uxi e buriti e as améndoas de monguba apresentaram os maiores
teores em lipideos (18,7 a 23,3%) e proteinas (2,1 a 2,4%). No presente estudo, foi
observada uma forte correlaciio positiva (R?= 0,92) entre estes dois parametros.

Alguns estudos reportaram faixas de teores de lipideos para a polpa de uxi (10 a
31%) (MARX et al, 2002; BEZERRA et al, 2006), apresentando uma certa
concordancia com os obtidos aqui. A classificagdo nutricional aceita até hoje no Brasil
(BRASIL, 1998) permite qualificar as polpas de abiu, bacuri, birib4, cupuacu e pajura
como sendo de baixo contetido lipidico (<3 g 100g™!).

As concentracOes de proteinas obtidas para as polpas de abiu e cupuagu foram
inferiores as reportadas pelo Departamento de Atengdo Bésica do Ministério da Satde
(BRASIL, 2015). O mesmo aconteceu em relacdo ao fruto inajd e a semente de monguba,
quando se comparam os estudos desenvolvidos por Mota e Franca (2007) e Azevedo
(2008), respectivamente. Ja para as polpas dos frutos de acai, birib4 e buriti, os resultados
encontrados nesse estudo concordam bastante com os apresentados nos trabalhos de
Yuyama et al. (2011), Berto et al. (2015a); Morton (1987) e Manhaes e Sabaa-Srur
(2011), respectivamente. Para as polpas de pajurd e uxi os resultados se mostraram
superiores aos reportados por Berto et al. (2015a).

Embora ndo sejam reconhecidas como fontes proteicas, a inclusdo de proteinas
vegetais na dieta humana, proveniente dos frutos estudados, pode trazer diversos
beneficios a satide em relacdo as proteinas animais, uma vez que sdo isentas de gorduras
saturadas e aditivos quimicos, auxiliam o transito intestinal, possuem uma elevada
densidade nutritiva € um menor impacto ambiental em sua producdo (MOURE et al.,
2000).

O principal papel dos carboidratos € fornecer energia para as células do corpo. Em
relacdo a porcentagem de carboidratos nos frutos estudados, o maior teor foi encontrado
na polpa de uxi (41,7%).

De modo geral, observou-se uma correlacdo linear negativa entre o teor de
umidade e os valores de lipideos, proteinas, carboidratos e energia (R?= -0,74; -0,62; -
0,84; -0,95, respectivamente). Isso foi influenciado principalmente pelo contetddo hidrico
que, em geral, representou a maior percentagem na constitui¢do dos frutos, seguido dos

teores de carboidratos, lipidios, proteinas e minerais (BOLZAN, 2013).
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O conteddo caldrico esteve diretamente relacionado aos teores de lipideos,
proteinas e carboidratos nas amostras (R?>=0,90; 0,78; 0,64, respectivamente). Todas elas
apresentaram valor energético superior a 40 Kcal 100g™!, exceto as polpas de bacuri e
biribd, as quais podem ser classificadas como alimentos de baixo valor energético
(BRASIL, 1998). Tais frutos podem, portanto, ser indicados para dietas de restricdo
energética; os demais, para dietas hipercaldricas.

Apesar do maior valor de pH e o menor teor de acidez em acido citrico terem sido
observados na polpa de abiu (6,8 e 0,06 g lOOg'l, respectivamente), com uma certa
correlacdo negativa (R?= -0,63) entre estes pardmetros, observou-se que nem sempre um
valor de pH alto levou a um baixo teor de acidez em &cido citrico. Isso € facilmente
explicado em termos analiticos, haja vista que a medida de pH indica a quantidade de ions
H" livres, enquanto que a acidez tituldvel mede a concentracdo total de fons H (ligados
e livres) (IAL, 2008).

A maioria dos frutos contemplados aqui possui uma densa composicao
nutricional, o que tem sido muito importante na dieta da diversidade animal da regido
amazoOnica, dentro da sua sazonalidade de ocorréncia (Figura 16) e, consequentemente no
seu equilibrio; contudo, muitos desses frutos ainda sdo pouco utilizados na dieta alimentar

brasileira.

6.1.2 Composicao mineral dos frutos

Os resultados das concentracdes dos minerais (mg 100g™!, massa timida) nos frutos
sdo apresentados na Tabela 9. A tabela também apresenta, como figura de mérito que
caracteriza a exatiddo do método analitico, os indices de recuperagdes (%); para
caracterizar a precisao, tem-se os valores dos coeficientes de variacdo (CVs, %), e para
caracterizar a sensibilidade, foram apresentados os valores dos limites de deteccao
(LODs) e de quantificacdo (LOQs), em mg L!. Deste modo, a Tabela 9 evidencia que
essa etapa do trabalho teve a preocupacdo nao s6 de mostrar os resultados dos teores dos

minerais presentes nas amostras, mas também de caracterizar o rigor do método analitico.
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Tabela 9 - Teores minerais nos frutos amazonicos estudados e figuras de mérito do método analitico empregado

Elemento mineral Ca Li Na Mg Cu Fe Mn Zn
LOD (mg L) 6,5 102 0,1103 1,0 10" 2,01073 4,0 10 5,010 7,110 3,010
0Q (mg L") 2,4 041073 3,5 2,2 102 1,7 107 2,910 1,210° 1,710

Frutos Amazonicos CONCENTRACAO mg 100g™!
Abiu 9,5 (6,2)" 3,6 (13,6)" 44,4 (8,6) 8,3 (8,2)° 0.2 (7,0)* 0.3 (10,8)** 0,08 (7,1)* 0,3 (9,3)%4
Acai 61,5 (6,2) 153 (5,7) 4,1 3.4 12,6 (4,7) 0,1 (5,8)P<d 0.8 (1,3)° 7.9 (3,5) 1,0 3,9)°
Bacuri 7.0 (5,0 1,7 (5,0) 13,6 (5.2) 7.0 (5,0 0.2 (9,6)* 0,2 (8,1) 0,02 (6,9)° 0.6 (8,9)°
Biriba 34,4 (3,8) 9,1 (3,8) 1,1 (4,5) 25,8 (8,7) 0,09 (5,3)°4 0,2 (4,1) 0,1 (5,2)* 0,2 (10,2)°
Buriti 107,1 (1,6) 28,3 (1,6) 3,0 (5,9)* 84,3 (3,1)° 0.2 (2,2)* 0.9 (1,9 3.2 (4,1) 0,9 (2,6)*
Cupuacu 17,5 (8,0)° 4,2 (8,8)% 1,2 (1,5) 36,3 (6,2) 0,1 (5,7)b4 0.3 (5.1)* 0,1 (5,6)* 0,3 (7,4)
Inaja 19,8 (7,7)>¢ 5.1(7.5¢ 4,2 (5,9)" 57,5 (8.2) 0,08 (9,1) 0,5 (1,6)>¢ 0,2 (7,0)* 1,1 (4,0)
Monguba 559 (4,1) 14,3 (3,9) 1,1 (2,1 87,5 (5,0)° 0.8 (6,2) 0.4 (9,9)>4¢ 0.2 (8,5)" 1,0 (8,3)°
Pajura 19,2 (4,0)°4 5,0 (3,9)b 68.6 (6,7) 21,3 (2,2) 0,1 (9,4)*b4 0.4 (4,8)" 0,2 (2,4)" 0,7 (6,6)°
Uxi 22,3 (6,2)°¢ 5,5(5,5)° 2.9 (10,0)? 40,7 (1,4) 0,3 (7,5) 1,2 (5.8) 0,7 (2.8) 0,5 (6,1)
Ensaios de Fortificacio RECUPERACAO %
Birib3 93,1(2.9) 70,0 (2,7) 108,6 (1,6) 107,3 (0.8) 110,5 (0,6) 101,5 (6,6) 97.2(1,2) 116,5 (4.9)
Iriba 103,1 (11,1)  112,0 (10,5) 108,1 (4.9) 109,6 (1,6) 106,6 (3.1) 102,6 (5.,0) 103,2 (7,7) 109.5 (7,7)
Buriti 107,1 (9,9) 98,1 (2.4) 107,2 (4.,0) 108,3 (1,6) 107,8 (5.9) 97,0 (8,0) 100,0 (11,8) 109,5 (7,4)
uriti 104,5 (8.9) 101,1 (7,1) 100,9 (1,3) 88,5 (7,0) 102,9 (2,1) 98,0 (2.5) 100,0 (0,0) 90,3 (3.3)
Usi 102,0 (5.8) 85.6 (16.5) 102.8 (5.3) 110,6 (1,6) 106,5 (10,0) 107.3 (6.9) 100,3 (2.4) 112,0 (12.9)
98.1 (4,2) 82,8 (8.5) 96,6 (2,5) 103,6 (3.6) 103.,5 (1,6) 103,2 (7,0) 95.4 (2,8) 101,5 (3,0)

Resultados obtidos em base timida. Ca = cdlcio; Li = litio; Na = s6dio; Mg = magnésio; Cu = cobre; Fe = ferro; Mn = manganés; Zn = zinco. Entre parénteses, t€ém-se 0s
coeficientes de variagdo (CV, %): precisdao das medidas. LOD (limite de detec¢do) e LOQ (limite de quantificacao): sensibilidade do método analitico. Resultados com base na
massa imida. Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.
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Ap6s as andlises, os resultados encontrados serviram para se realizar uma
avaliacdo nutricional dos frutos, com base no Relatério Técnico do Ministério da Satude
(BRASIL, 1998). Tal documento oficial divide os alimentos em duas classes: 1) alimento
como fonte em determinado mineral, quando 100 g deste apresentar de 15 a 29% de sua
ingestdo didria recomendada (IDR), e 2) alimento com alto teor mineral, quando 100 g
deste apresentar mais que 30% da sua IDR. Os resultados da classificacdo das matrizes

estudadas de acordo com os IDRs estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores da ingestio didria recomendada (IDR) em minerais para um adulto
sauddvel

Elementos IDB 1 Amostras % IDR atendido Classificacao
(mg dia™)

Buriti 32,4 Alto teor
a Inaja 22,1 Fonte

Mg 260 Monguba 33,7 Alto teor
Uxi 15,6 Fonte
Abiu 22,3 Fonte
Bacuri 17,7 Fonte
a Buriti 21,3 Fonte

Cu 0.9 Monguba 83,0 Alto teor
Pajura 15,6 Fonte

Uxi 35,7 Alto teor
Fe gb Uxi 15,0 Fonte

Acai 3429 Alto teor

Mn 2,3? Buriti 138,5 Alto teor
Uxi 29,0 Fonte

Mg = magnésio; Cu = cobre; Fe = ferro; Mn = manganés. Porcentagem da IDR contemplada em 100 g em
massa Umida das amostras e suas classificacdes minerais. Fontes: “BRASIL, 2005; PINSTITUTE OF
MEDICINE, 2006.

Avaliando-se os resultados das concentracdes, observa-se que os valores dos CVs
estdo abaixo de 10% para a maioria das determinagdes, indicando a precisdo dos
resultados.

Os resultados das recuperacOes obtidas nos dois niveis de concentracdes
adicionados, para a maioria dos elementos minerais e amostras, encontram-se na faixa de
90 a 110%, exceto para o elemento Li nas amostras de biriba e uxi. Tais resultados
indicam alta exatiddo na maioria das andlises, devido a inexisténcia de perdas ou
contaminagdes no decorrer dos procedimentos, seja nas etapas de bancada, seja na

determinagdo final dos elementos por ICP OES.
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O maior teor de cilcio (Ca) foi obtido na polpa de buriti (107,1 mg 100g™"),
seguido de acai e monguba. Os grupos de frutos cujas concentracdes de Ca ndo
apresentaram diferencas significativas foram: 1) abiu e bacuri; 2) cupuacu, inaja e pajurg;
3) inaja e uxi, e 4) pajurd e uxi. Com esses resultados, é possivel estabelecer uma dieta
balanceada, sem sobreposi¢des de frutos com mesma contribui¢do em relacdo ao mineral
célcio, essencial para a formacdo dos ossos e prevencao de doencas degenerativas dos
0ss0s, notadamente a osteoporose.

Uma certa correlagio positiva (R?=0,63) foi observada entre os teores de calcio e
magnésio (Mg), fato que possivelmente deve-se a absorcdo e distribuicdo metabdlica
controladas e similares destas espécies quimicas na nutricdo das plantas, aliada a uma
disponibilidade do meio de producdo equilibrada (SALVADOR; CARVALHO;
LUCCHESI, 2011). Correlacio negativa poderia ser esperada se houvesse um
desequilibrio na absorcdo dos minerais Ca e Mg biodisponiveis, uma vez que a absor¢cdo
pelo vegetal em excesso de um desses elementos resultaria na diminui¢io da absorcao do
outro, com consequente diminuicdo no desenvolvimento vegetal (SALVADOR;
CARVALHO; LUCCHESI, 2011).

Para o elemento litio (Li1), as recuperacdes estiveram na faixa de 70,0-112,0% no
fruto biriba, enquanto que para as amostras de buriti e uxi as faixas de recuperacao foram
de 98,1-101,1% e 82,8-85,6%, respectivamente. Isso evidenciou a variabilidade dos
resultados para o Li entre as matrizes, mas sempre dentro dos limites aceitdveis. Os
resultados para a amostra de buriti, por exemplo, estiveram dentro de um intervalo 6timo
de exatidao (INMETRO, 2016; BRITO et al., 2003).

A literatura de referéncia relacionada as andlises de minerais empregando métodos
espectrométricos, como aqueles baseados na técnica IPC OES reporta algumas
interferéncias espectrais durante a andlise de Li. Isso ocorre devido a sobreposi¢ao de
espectros interelementares, durante a etapa de atomizagdo por plasma, especialmente
devido a presenca dos elementos sédio (Na), potéssio (K), Ca e Mg, dos ions CI" (cloreto)
e PO4* (fosfato), e das moléculas de etanol e glicose, presentes nas amostras (SAMPSON;
RUDDEL; ELLIN, 1994; MISRA; FROELICH, 2009; BOND; CANTERFORD, 1971;
ZERBINATI; BALDUZZI; DELL’ORO, 2000; SHALMI et al., 1994; ROCKS;
SHERWOOD; RILEY, 1982; VANHOE; DAMS; VERSIECK, 1994).

A fim de evitar tais interferéncias e obter o maximo de sensibilidade do método,

no presente trabalho foram testados diferentes valores de comprimento de onda (A):
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323,261 nm, 670,784 nm e 610,364 nm, sendo este tltimo o que resultou em melhores
recuperacgdes. Interferéncias de matriz, ou seja, aquelas causadas pelas substancias que
compdem a amostra, também sdo reportadas na determinacdo de Li (SAMPSON;
RUDDEL; ELLIN, 1994; MISRA; FROELICH, 2009). Neste sentido, concluiu-se aqui
que, para determinag¢do do Li em amostras de alimento por ICP OES, sempre sera
necessdria a realizacdo de estudos de interferéncias espectrais e de matriz.

A concentragdo de Li encontrada nas amostras frescas de frutos amazonicos
variou de 1,7 a 28,3 mg lOOg'l. Fazendo-se uma comparag¢do com outros frutos também
consumidos na regido, o fruto abricé do norte (9,5 mg 100g™!), também amazdnico, estd
dentro da faixa dos valores obtidos neste estudo. Realizou-se também uma comparagao
desses resultados com o teor de Li reportado para a maca, uma fruta ndo autéctone que
foi paulatinamente introduzida na alimentacdo dos brasileiros, sendo igualmente
apreciada pelos amazonenses e nortistas. Tal fruto apresenta teores bem superiores de Li
(35 mg 100g!) em sua composi¢io (VAITSMAN; VAITSMAN; AZEVEDO, 1991).

A exigéncia didria minima de litio t€ém sido motivo de divergéncias. Apesar de
Schrauzer (2002) defender ser 1 mg dia’!, Marshall (2015) estima a necessidade de
quantidades maiores, por considerar que existem diferencas individuais que podem exigir
ingestdo maior para uma saude ideal, levando em conta ainda a perda de energia didria,
que ¢ diferente para cada individuo. A EPA estimou uma ingestao dietética didria de Li
nos EUA entre 0,6 a 3,1 mg (SAUNDERS, 1985). Nos Andes, ao norte da Argentina, o
consumo didrio estimado € de 2 a 30 mg (CONCHA; BROBERG; GRANDER, 2010).
Na Franca, estimou-se um consumo médio dirio de Li de 11 pg (NOEL; LEBLANC;
GUERIN, 2003). Sabe-se que mecanismos muito diferentes governam altas e baixas
doses de Li e que somente em doses muito altas, cerca de 50 a 300 vezes maior do que a
ingestdo dietética natural de alimentos e dgua, o litio atua como uma droga (NOEL;
LEBLANC; GUERIN, 2003). Na regido amazodnica ndo sdo ainda conhecidos os valores
basais para o Li. Além disso, considerando-se as possiveis interferéncias espectrais e de
matriz observadas por ocasido da determinacdo do mineral, os valores reportados no
presente estudo representam dados a serem avaliados com o progresso da pesquisa com
esse mineral.

O maior teor em Na foi obtido para a amostra de pajurd, seguida do abiu e bacuri.
Os demais frutos ndo diferiram estatisticamente (p < 0,05, 95% de confianca) entre si, em

relagcdo as concentracdes de Na. A ingestdao de 100 g das partes comestiveis dos frutos
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estudados podera fornecer quantidade de Na inferior a 15% da IDR. Isso pode ser
considerado um dado excelente, do ponto de vista nutricional, considerando as acdes
atuais em todo o mundo, desenvolvidas por 6rgdos de saide publica, em busca da
conscientizacdo com foco na reducao desse mineral na dieta da populagdo. Tai agdes tém
como causa o aumento na incidéncia de hipertensao, comprometimento dos rins e do
coragdo causados pela ingestdo em excesso de Na (WHO, 2012; BRASIL, 2010;
BRASIL, 2013).

Os maiores teores de Mg foram obtidos para as amostras de monguba e buriti,
cujos teores ndo apresentam diferencas significativas entre si. Da mesma maneira, para
as polpas de abiu e bacuri ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) para
este mineral. Na nutricio mineral de plantas, o Mg se destaca por suas fungdes na
fotossintese, na sintese de lipideos e na ativacao de enzimas que integram o metabolismo
das proteinas (FAQUIN, 2005). Este fato possivelmente explica a correlagdo positiva
observada, no presente estudo, entre os teores de Mg e as macromoléculas de lipideos
(R?=0,74) e proteinas (R?= 0,75).

O Mg é um mineral importante na satide humana por participar de quase todas as
acoes anabolicas e catabdlicas, como no metabolismo energético e proteico, glicolise e
sintese de adenosina trifosfato. A deficiéncia de Mg estd relacionada a diversas doengas,
tais como doencas cardiovasculares, pré-eclampsia/eclampsia, hipertensao, AVC,
diabetes mellitus, asma bronquica, além de seu possivel envolvimento na enxaqueca, na
osteoporose, no alcoolismo e nos disturbios do sistema imunoldgico (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2006; LUKASKI, 2004).

De acordo com a classificagdo nutricional referenciada e aceita (BRASIL,1998),
as amostras de monguba e buriti possuem altos teores em Mg, contribuindo com 33,7 e
32,4% da IDR de um adulto saudavel, respectivamente. J4 as polpas de inaja e uxi podem
ser consideradas como fontes naturais desse elemento. Logo, as améndoas de monguba e
as polpas de buriti, inaja e uxi podem contribuir com teores de Mg para atender a IDR e
prevenir um quadro de caréncia nesta espécie mineral e, consequentemente, O
desenvolvimento de doengas cronicas (JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012).

Os beneficios da presenga do mineral cobre (Cu) na nutrigdo humana incluem a
manutencdo da estrutura Ossea, do sistema nervoso central e a absorcdo do ferro
(VAITSMAN; DUTRA; AFONSO, 2001). J4 existem estudos que comprovam que a

ingestdo em quantidades insuficientes de cobre contribui para o desenvolvimento de
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doencas cardiovasculares, infeccdes microbianas e anemias, enquanto seu excesso esta
relacionado a esclerose, asma, hipertensdo, depressdo, convulsdes, necrose do figado e
problemas cardiorrespiratérios (AZEVEDO; CHASIN, 2003; GOLDHABER, 2003).

Os teores de Cu encontrados nos frutos inajd e monguba foram de 0,08 e 0,8 mg
100g™!, respectivamente. O teste Tukey revelou certa semelhanca entre a maioria das
demais amostras para esta espécie mineral. Uma correlacdo positiva (R*= 0,70) foi
observada entre os teores de Cu e de proteinas nos frutos estudados. A participagcdo desse
elemento na sintese de proteinas em plantas pode explicar este resultado (FAQUIN,
2005).

Avaliando-se a classificagdo mineral em relagdo a ingestao de cobre, observa-se
que as polpas do abiu, bacuri, buriti e pajurd podem ser classificadas como fontes nesta
espécie quimica, por atenderem com 22,3; 17,7; 21,3; 15,6% da IDR, respectivamente.
As sementes de monguba e a polpa de uxi mostraram-se com alto teor em Cu,
contribuindo com 83,0 e 35,7% da IDR, respectivamente. Neste sentido, a insercdo desses
frutos na dieta seria bastante interessante, ji que contribuiriam para atender as
recomendacdes didrias e a0 mesmo tempo poderiam prevenir danos a saude causados pela
deficiéncia do mineral.

A amostra de uxi apresentou o maior teor de ferro (Fe) (1,2 mg 100g™!), atendendo
a 15% da IDR de um adulto saudavel, quando ingeridos 100 g de sua polpa. Assim, esse
fruto pode ser considerado uma fonte potencial de Fe. Esse elemento faz parte da estrutura
de uma série de enzimas que participam de reacOes de oxirredu¢do durante o metabolismo
vegetal, e estd intimamente conexo a hemoproteina e a Fe-S-proteina (MALAVOLTA,
1980). Tal fato pode explicar a correlagdo positiva (R?= 0,61) observada também entre os
teores de Fe e de proteinas.

Em relacdo ao mineral manganés (Mn), maiores teores foram encontrados nas
polpas de acai, buriti e uxi. A polpa de uxi pode ser classificada como fonte natural em
Mn (29% da IDR) e as polpas de acai e buriti revelaram-se com alto teor nesse
micromineral, excedendo 100% da IDR. Apesar da grande quantidade de Mn fornecida
através do consumo de 100 g das polpas de acai e buriti, observa-se que os resultados das
concentracdes ainda levariam a quantidades inferiores ao nivel maximo de ingestdo
toleravel (11 mg dia™), o que é bastante interessante, do ponto de vista toxicoldgico. Além
disso, deve-se considerar que apenas 3 a 5% do Mn ingerido € efetivamente absorvido

pelo organismo e disponibilizado para as fun¢des metabdlicas normais, uma vez que uma
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grande parcela desse elemento acaba sendo excretada pelas fezes via bile (INSTITUTE
OF MEDICINE, 2006; MARTINS; LIMA, 2001). Logo, a efetiva inclusdo desses frutos
na dieta alimentar traria diversos beneficios, como nos processos de formacao dos 0ssos,
na funcdo reprodutiva e no metabolismo de carboidratos e lipideos (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2006), sem no entanto ocasionar qualquer intoxicagao.

Os teores obtidos para o Zn nos frutos estudados variaram de 0,2 na polpa de biriba
a 1,1 mg 100g™! no inajd. Apesar dos frutos ndo serem classificados como fontes naturais
em Zn, as concentracdes obtidas podem contribuir para atingir a IDR em Zn através da
complementacao mineral com outros alimentos.

De um modo geral, os frutos avaliados aqui, em especial abiu, acai, bacuri, buriti,
inajad, monguba, pajurd e uxi, apresentaram teores dos minerais analisados, em
quantidades suficientes que podem contribuir para correcdes nutricionais.

A Tabela de Composi¢ao de Alimentos-TACO (TACO, 2011) apresenta dados
sobre a composi¢ao dos alimentos consumidos no Brasil, tais como informagdes sobre a
composi¢do centesimal, mineral (Ca, Mg, Mn, P, Fe, Na, K e Zn) e vitaminica (retinol,
niacina, vitamina B1 - tiamina, vitamina B2 - riboflavina, vitamina B6 - piridoxina e
vitamina C). Apesar da diversidade em frutiferas, apenas seis frutos nativos da regido
amazonica foram contemplados (acai, abiu, cupuagu, macatba, tucuma e pupunha),
evidenciando a necessidade de uma base de dados sobre a composi¢do quimica de frutos
nativos da maior floresta tropical do mundo.

Foram encontrados, na literatura, trabalhos envolvendo a determinacdo de minerais
em amostras de frutos amazonicos. Em alguns, o tratamento dado as amostras baseou-se em
na digestdo da polpa ou sementes por via imida; em outros, empregou-se a calcinagéo,
seguida de dissolucdo das cinzas em 4cido. Mas na maioria dos casos, tal como no presente
trabalho, a andlise propriamente dita baseou-se na técnica espectrometria atomica (BERTO
et al., 2015a; ARAGAO, 2013; YUYAMA et al., 2013; NAOZUKA et al., 2011;
YUYAMA et al., 2011; ECHEVERRI; ROMAN-JITDUTJAANO, 2011; MANHAES;
SABAA-SRUR, 2011; DUARTE, 2008; LETERME et al., 2006; MARIN, 2006).

Berto et al. (2015a), por exemplo, caracterizaram diferentes por¢des (casca, polpa
e sementes) de dez frutos nativos da Amazonia através de suas composi¢des centesimais,
contetido mineral (Mn, Zn, Fe, Cu, Mg e Na) e composi¢oes de 4cidos graxos. As
amostras foram mineralizadas conforme método preconizado pela AOAC para obtengao
de cinzas (CUNNIFF, 1998) e as determinacdes realizadas por espectrometria de
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absor¢do atdmica por chama. A casca e a polpa apresentaram altos teores de umidade,
enquanto as sementes apresentaram maiores teores de cinzas, proteina bruta e carboidrato
total. Altos niveis de lipidios foram encontrados nos frutos de piquiéd (polpa e améndoa),
em duas variedades das amostras de umari (casca e polpa), na polpa de uxi e na semente
de biribd. Uma ampla faixa de contetido mineral foi detectada, sendo os maiores teores
encontrados na polpa de bacuri-azedo (Mn e Zn), semente de cubiu pequena (Cu), casca
externa de piquid (Fe), casca maior do cubiu (Mg) e em todas as partes das amostras de
pajurd (Na). Na andlise de 4cidos graxos, os autores identificaram e quantificaram um
total de 32 4cidos graxos. Os maiores teores em acido palmitico e acido oleico foram
encontrados nas cascas e polpas das duas variedades de umari e de uxi, além da polpa e
améndoa de piquid, enquanto os maiores teores de acido linoléico e a-linolénico foram
encontrados na semente de biribd e polpa de uxi, respectivamente. Os resultados
contribuiram para a composi¢do da tabela de alimentos brasileira e auxiliaram na
seguranca alimentar.

Yuyama et al. (2013) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e os teores de
elementos minerais (Na, K, Ca, Mg, Mn, Zn, Fe e Cu) nas polpas dos frutos abiu, bacuri,
carambola, inga-cipé e mapati, todos provenientes da regido amazonica. As amostras
liofilizadas foram submetidas a um tratamento de digestdo umida e as determinacdes
realizadas em um espectrometro de absorcdo atomica. A polpa de abiu (massa seca),
apresentou a maior concentragdo em Fe; bacuri, um maior teor em Mg; carambola, em
Zn; ingéd-cipo, em K, Ca e Mn, e mapati, em Na. No entanto, elevados valores de desvio
padrdo indicaram uma grande heterogeneidade das amostras € uma incerteza associada a
estimativa da média.

Leterme et al. (2006) avaliaram o contetdo elementar (Ca, P, Mg, K, Na, Zn, Cr,
Fe, Mn, Ni, Cu, Se e Co) em 101 amostras de alimentos (frutos tropicais, folhas e
tubérculos), inclusive o fruto da monguba, produzidos nas regides de florestas imidas e
Andes da Colombia. Tendo em vista os diferentes analitos e a variada composi¢cao dos
alimentos, as amostras foram submetidas a dois tratamentos diferentes: calcinacdo a
450°C durante 6 h (para andlise dos elementos P, Ca, Mg, K, Na, Zn, Cr) e digestao timida
utilizando a mistura dcida HCI:HNOs3 (1:3) sob aquecimento em refluxo por 2h (para
andlise de Fe, Mn, Ni, Cu, Co e Se). A eficiéncia das determinagdes foi validada mediante
material de referéncia certificado de folhas. Os resultados mostraram que as amostras de

semente de monguba possuiam alto teor em Mg, Cu, Fe, Mn e Zn, sendo ainda fonte em
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Ca. Além disso, os teores de niquel (Ni) apresentaram-se abaixo do LOQ. Até a conclusao
da presente pesquisa, nenhum outro trabalho que tenha realizado a caracteriza¢do mineral
das sementes de monguba foi encontrado na literatura.

Realizar uma comparagdo entre a composi¢ao mineral dos frutos, encontrada
aqui, com os dados da literatura, pode ser uma tarefa bastante ardua e complexa, além de
ndo recomenddvel, pois deve-se levar em conta alguns fatores intrinsecamente
relacionados, tais como fatores genéticos (gé€nero, espécies e variedade) e ambientais,
como solo, clima, estdgio de maturidade da planta e frutos, periodos de coleta (durante a
florada, em estdgio de frutificacio, sob stress hidrico, etc). Deve-se considerar também a
técnica analitica empregada e os procedimentos de pré-tratamento das amostras antes da
sua andlise, em geral espectromética (SILVA; SANTOS; PAIVA, 1998; HARDISSON
etal, 2001).

Mesmo assim, as faixas dos teores obtidos para as amostras estudadas foram
confrontados com alguns dados da literatura, e a seguir citam-se alguns trabalhos ja
publicados, nos quais os teores dos minerais, em determinadas matrizes, mostraram certa
concordancia com os dados apresentados na presente pesquisa: Mn em amostras de abiu
(TACO, 2011); Ca, Na e Fe em amostras de acai (TACO, 2011; YUYAMA et al., 2011);
Na, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de bacuri (BERTO et al., 2015a; YUYAMA et
al., 2013); Ca, Mg e Mn em amostras de biribd (BERTO et al., 2015a; LETERME et al.,
2006); Fe em amostras de buriti (MANHAES; SABAA-SRUR, 2011; MARIN, 2006); Fe
e Zn em amostras de cupuagu (TACO, 2011; NAOZUKA et al., 2011); Mg em amostras
de inaja (DUARTE, 2008), e Mg em amostras de uxi (BERTO et al., 2015a; ARAGAO,
2013).

Podem ser citados ainda trabalhos nos quais os teores dos minerais, em
determinadas matrizes, estdo abaixo dos encontrados na presente pesquisa: Ca, Na Mg,
Cu, Fe e Zn em amostras de abiu (TACO, 2011; YUYAMA et al, 2013); Mn e Zn em
amostras de acai (TACO, 2011; YUYAMA et al., 2011); Ca em amostras de bacuri
(BERTO et al., 2015a; YUYAMA et al., 2013); Ca, Mg, Cu e Mn em amostras de
cupuagu (TACO, 2011; NAOZUKA et al., 2011), e Zn em amostras de inaji e pajurd
(ECHEVERRI; ROMAN-JITDUTJAANO, 2011; DUARTE, 2008; BERTO et al.,
2015a). Por outro lado, os teores dos minerais e frutos a seguir, encontrados neste
trabalho, estiveram abaixo dos relatados por estes autores: Mg e Cu em amostras de acai;

Na, Cu, Fe e Zn em amostras de birib4; Na em amostras de buriti e cupuagu; Ca, Na e Fe
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em amostras de inajd; Ca, Na, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn, em amostras de monguba; Na, Mg,
Cu, Fe e Mn em amostras de pajurd, e Ca, Na, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de uxi.
N3do foram encontradas referéncias na literatura relacionadas aos teores de Cu e

Mn em polpas de inaji, nem de Ca em polpas de pajurd.

6.1.3 Capacidade antioxidante dos frutos amazonicos

Devido a diversidade quimica dos antioxidantes e seu comportamento, que pode
responder de maneira diferente a numerosas fontes oxidantes, ainda ndo ha um método
Unico, simples e universal para a avaliacdo da capacidade antioxidante, razdo pela qual
torna-se necessdrio avaliar-se a capacidade antioxidante por diferentes métodos
(BHATTACHARYYA et al., 2014). No presente trabalho, trés métodos (DPPH, ABTS
e NBT) foram escolhidos para tal fim, com base em seus diferentes mecanismos de reagao
e fontes oxidantes. Na etapa de extracdo dos antioxidantes das amostras, os seguintes
sistemas extratores foram testados: etanol puro, solu¢do tampao aquosa (K-PBS 50 mmol
L' contendo EDTA 0,1 mmol L pH=7.5 ou PBS 10 mmol L-1 pH= 7,4) e solucdo
hidroetandlica (1:1). Esse estudo inicial foi importante, considerando-se os aspectos como
seguranca no manejo, o consumo humano de etanol em produtos alimenticios como
bebidas, vinhos e licores, e a referéncia prévia destes como extratores de antioxidantes
(SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI, 2007).

Os resultados da capacidade antioxidante, expressa em ICso (mg mL™, massa
seca), para os extratos dos frutos, empregando-se os diferentes métodos analiticos, sdao
apresentados na Tabela 11.

Observa-se que todas as amostras exibiram qualidades antioxidantes relevantes, e
que poucos miligramas dos extratos foram suficientes para inibir 50% da atividade das
fontes oxidantes. Foi possivel verificar ainda que a capacidade antioxidante dependeu do
solvente empregado. Menores valores de ICso, que correspondem a uma maior capacidade
antioxidante, foram obtidos nos extratos etandlicos das amostras de biriba e bacuri contra

os radicais DPPH" (< 7,0 mg mL!) e ABTS™" (< 0,6 mg mL™).
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Tabela 11 - Capacidade antioxidante (ICso) dos diferentes extratos dos frutos amazonicos

ICso (mg mL1)
Frutos DPPH ABTS NBT

etOH etOH PBS PBS:etOH  K-PBS
Abiu 9,8 (6,2)*" 2322 0332 0263 04(163)°
Acaf 9,8 (0,6)*" 08(3,7° 09(1,1)® 06,67 052,07
Bacuri 7,0 (3,6) 04 (16,7°  06(1,6) 04(25° 6849
Biriba 54 (1,3) 0,6 (1,7 1,7(7,0° 0539 7626
Buriti 79,7 (8,7) 134(1,6)  1,5(1,34)  09(1,1) 732,60
Cupuagu 27,6 (0,4)° 92(1,9)  08(1,2 08@3,9¢ 53(55)
Inaja 13,549 244,57  04(7.5* 04(7,9° 0,5(3.8)"
Monguba 20,7 (3,0) 502,00 0429 0,10,  04(29)°
Pajurd 10,6 (3,9)*° 2,0 (2,0) 1,7(1,8°  0,2(59°  6,7(3,9°
Uxi 106,1 (11,7)  3,7(03)  12(104) 0837 16,1(7,7)

Resultados obtidos em base seca. etOH = extratos etandlicos; PBS = extratos em solucdo tampao fosfato
10 mmol L' (pH = 7,4); PBS:etOH = extratos hidroetandlicos (1:1); K-PBS= extratos em soluc¢do tampio
de fosfato de potéssio 50 mmol L' (pH 7,5) contendo EDTA (0,1 mmol L"). Entre parénteses, tém-se 0s
coeficientes de variacdo, CVs (%): precisdo das medidas. Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma
coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

Em geral, para os extratos etanolicos, os valores de ICso obtidos pelo método
DPPH foram maiores, quando comparados aos encontrados pelo método ABTS, o que
mostra a necessidade de maiores quantidades de amostras para inibir os radicais DPPH".
Isso ocorreu em fungdo de diversos fatores, tais como: maior estabilidade do radical
DPPH (efeito de ressonancia causado pela presenga dos anéis aromdticos em sua estrutura
quimica com consequente distribuicdo da carga eletronica por toda molécula)
(SHALABY; SHANAB, 2013; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005); presenca de compostos
que possuem capacidade de eliminac¢do de radicais ABTS"", o que nem sempre ocorre
contra o radical DPPH" (WANG et al., 2008); periodo de incubagdo para se atingir um
estado estaciondrio; concentracdo dos radicais empregada no método, entre outros
(CERRETANI; BENDINI, 2010).

Os extratos aquosos de abiu, acai, inajd e monguba resultaram numa maior
capacidade antioxidante contra os radicais O2™ pelo método NBT (ICsp ndo excedendo
0,5 mg mL'). Os extratos aquosos de abiu, inaja e monguba foram melhores inibidores
dos radicais ABTS™ (ICso <0,4 mg mL™), o que revelou, nessas amostras, maiores

quantidades em antioxidantes hidrofilicos.
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Do ponto de vista bioldgico, o ensaio NBT representa uma ferramenta mais
concisa, pois permite aos investigadores avaliar a capacidade antioxidante de uma
amostra contra um radical livre especifico, biologicamente relevante. O radical O, é uma
ERO produzida em sistemas biolégicos e em alimentos, € comporta-se como a maioria
das espécies radicais que sdo extremamente reativas e citotoxicas, estando relacionado a
vérios distdrbios, como a doenca de Parkinson e o cancer (KHODADE et al., 2014;
VANELLA et al., 1993; KONTOS; WEI, 1986; BIRNBOIM, 1986). De acordo com 0s
resultados obtidos por esse método, os frutos amazonicos abiu, agai, inajd e monguba
podem ser considerados alimentos com alto potencial antioxidante, promissores para
aplicacoes na industria farmacéutica e na medicina, tendo em vista oferecerem as maiores
inibi¢des do radical O;™.

Os extratos hidroetandlicos das amostras de abiu, monguba e pajurd apresentaram
a maior capacidade antioxidante entre todos os extratos e ensaios (ICso < 0,2 mg mL™).
Considerando os resultados do método ABTS para as mesmas amostras nas diferentes
polaridades de extratos, o uso da solucdo hidroetandlica (1:1) proporcionou melhores
extracoes dos compostos antioxidantes que os sistemas monossolventes (solu¢do tampao
ou etanol puro). Devido a heterogeneidade em estrutura quimica e, consequentemente,
em polaridade dos compostos antioxidantes, solventes bindrios tém sido reportados na
literatura como melhores extratores de antioxidantes (WANG et al., 2008; ZHANG et al.,
2007).

Dependendo do fruto analisado e da regido amostrada, a capacidade antioxidante
encontrada pode ser muito diferente daquela registrada na literatura. Isso porque a anélise
envolve matrizes cultivadas sob diferentes condi¢des (clima, composi¢do do solo e da
dgua) e variedades taxonOmicas (espécies, variedades e cultivares ), havendo ainda
diferencas nos procedimentos de preparacdo da amostra, extracdo dos compostos
antioxidantes (solvente, temperatura, tempo e procedimento fisico), concentragdes das
solucdes de fontes oxidantes, razdo entre volumes de amostra/reagente, duracdo da
reacdo, comprimento de onda da medicdo de absorbancia, solucdes padrio de
antioxidantes (geralmente dcido gélico, trolox e dcido ascorbico) e forma de expressar os
resultados (geralmente em porcentagem de inibi¢do do radical para uma dada
concentracdo da amostra, massa equivalente de um antioxidante de referéncia por massa
da amostra ou extrato, ou ICso) (ROCHA et al., 2013). Neste sentido, a padronizacao de

métodos visando a determinacdo da capacidade antioxidante tém sido motivo de
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discussdo em trabalhos cientificos que buscam unificar quantidades e unidades, bem
como admitir comparagdes (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; APAK et al., 2013).

Mesmo diante da complexidade em realizar comparagdes, a capacidade antioxidante
obtida para os frutos contemplados neste estudo foi confrontada com alguns dados da
literatura (NEVES et al., 2012; CANUTO et al., 2010; RUFINO et al., 2010).

Neves et al. (2012) avaliaram a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e
ORAC (oxygen radical absorbance capacity) e o conteiido em compostos fendlicos pelo
método Folin em 8 espécies de frutos liofilizados (casca e polpa) nativos da Amazdnia,
entre estes acai, inaja e uxi. Metanol foi empregado como solvente, trolox como
antioxidante de referéncia e os resultados foram expressos em umol de equivalentes de
trolox por 100 g de amostra. Informagdes sobre a técnica de extragdo ndo foram
apresentadas. Os resultados mostraram que, entre as polpas dos frutos aqui estudadas, a
amostra de acai revelou a maior capacidade antioxidante contra o radical DPPH’, seguido
da amostra de uxi e inaja. Embora haja diferenca entre os parametros tempo de reacao (25
min) e comprimento de onda (517 nm) utilizados pelos autores e os empregados neste
estudo, testes preliminares realizados neste estudo mostraram ndo haver diferencas
estatisticas entre os resultados quando empregados os tempos de reacio de 20 e 25 min
nas amostras, o que revela que para estas amostras, foi atingido um platd no tempo de
reacdo de 20 min. Além disso, em geral tém sido empregados periodos de incubacdo de
20 ou 30 min para se atingir o ponto final da reacdo de neutralizagdo do radical DPPH’
(MARINOVA; BATCHVAROYV, 2011). Da mesma forma, neste estudo foram realizados
testes prévios em dois diferentes comprimentos de onda (490 e 560 nm), e os resultados
ndo mostraram diferencas significativas, confirmando o alcance da banda efetiva de
absorcdo da solugdo etandlica de DPPH. Marinova e Batchvarov (2011) listaram uma
ampla variedade de publicacdes cientificas que empregaram o método DPPH em
comprimentos de onda na faixa de 492 e 540, e, também mostraram que a precisdo do
método € dependente, especialmente, do solvente utilizado e da propor¢ao
volume/reagente DPPH.

Canuto ef al. (2010) determinaram, em 15 amostras de polpas de frutos
amazOnicos, as caracteristicas fisico-quimicas, os teores de compostos bioativos (4cido
ascorbico e compostos fendlicos) e a capacidade antioxidante pelo método ABTS, apds
extracdo em sistema de ultrassom. Os autores testaram diferentes solventes extratores, e

a mistura metanol:dgua, 8:2 v/v forneceu melhores resultados. Outras condi¢Oes
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operacionais encontradas como sendo as melhores, pelos autores, foram: dilui¢do do
radical ABTS™ com soluc¢do tampdo PBS (pH = 7,4); curva analitica construida com
solucdo etandlica do radical sintético trolox, e uso da 4gua como branco controle. Os
resultados foram expressos em umol L' de equivalentes de trolox, tendo os autores
proposto a seguinte sequéncia decrescente da capacidade antioxidante dos frutos: acai >
buriti > abiu = bacuri = cupuagu.

O presente estudo forneceu novos dados sobre a capacidade antioxidante de frutos
amazonicos empregando a adaptacdo de métodos espectrofotométricos as microplacas e
aos leitores de placas espectrofotométricas. Essa estratégia mostra ser hoje uma tendéncia
e traz diversas vantagens analiticas tais como reduc¢do da quantidade de amostras e
reagentes, maior facilidade, rapidez e andlise simultinea de dezenas de amostras
(SIGUEMOTO; GUT, 2017).

Em geral, todos os frutos amazonicos contemplados no presente estudo e seus
respectivos extratos, em diferentes polaridades, apresentaram capacidade antioxidante
contra todos os radicais avaliados, sejam eles sintéticos ou biolégicos. Assim, os frutos
possuem propriedades antirradicalares potenciais a serem exploradas em muitos setores
industriais, como nas induastrias de alimentos, farmacéuticas e cosméticas.

Vale mencionar que se deve aqui dar destaque especial ao equilibrio fornecido a
biota que rotineiramente se alimenta desses frutos, incluindo o homem que habita as
regides amazonica e pré-amazonica, indigenas, quilombolas, ribeirinhos, etc. Ao longo
dos anos, essas comunidades tém sido beneficiadas sobremaneira com a presenca dessas
espécies vegetais, mediante sua insercao na dieta humana e dos animais. A presenca
dessas espécies vegetais nesses ecossistemas tem contribuido sobremaneira com a
sobrevivéncia de diversas espécies, bem como com o equilibrio natural ao longo das

diferentes cadeias tréficas que compdem esses biomas.

6.1.4 Viabilidade celular anticancer apresentada pelos frutos

Existe na atualidade uma busca crescente por novas fontes naturais com efeitos
citotéxicos e antioxidantes pela indistria médica moderna. A relacdo entre o consumo de
frutas e hortalicas e a diminuicao do risco associado a alguns distirbios da saide, como
por exemplo o cancer de célon tem sido evidenciado (GALLAHER; TRUDO, 2013).

Devido a essa tendéncia, nessa etapa do trabalho foram avaliados os efeitos na
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proliferacao celular de extratos dos dez frutos amazonicos selecionados, contra linhas
celulares de cancer do célon humano (caco-2).

Seis diferentes diluicdes de extratos dos frutos (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 ug
mL™") foram testadas e, como resultados, tem-se os efeitos antiproliferativos, in vitro,
dessas diferentes concentragdes de extratos dos frutos sobre a linhagem celular de caco-

2, ap6s exposi¢do por 72 h (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultados da viabilidade celular anticancer promovida pelos extratos dos
frutos amazonicos

Frutos ICso (ug mL")
Abiu ND
Acai 272,3 (11,8)*°
Bacuri 393.,8 (10,5)¢
Biriba 233,1 (8,9)°¢
Buriti 349,1 (10)*4
Cupuacu ND
Inaja 229.9 (6,0)°
Monguba 62,5 <1Cs50 < 250,0*
Pajura 67,6 (8,3)
Uxi 353,3 (9,0)*¢

Resultados obtidos em base seca. Entre parénteses, tém-se os coeficientes de variacdo, CVs (%): precisao
das medidas. Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna nio diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. ND = a inibi¢do ndo excedeu 50% nas
concentracdes testadas. *Variacdo no efeito antiproliferativo entre repeticdes ao longo do tempo.
Resultados de menor ICs refletem maior protecio antitumoral.

Os resultados mostraram que as concentracdes crescentes dos extratos dos frutos
amazOnicos levaram a uma inibi¢do no crescimento da linhagem celular testada. Os frutos
de biriba, inaja, monguba e pajurd apresentaram menores valores de ICso (ndo excedendo
250 ug mL"), indicando maior capacidade de induzir a morte das células tumorais de
caco-2. Esse comportamento foi confirmado pela repeti¢ao do experimento, em diferentes
meses, para as mesmas amostras dos frutos de biribd, inajd e monguba em triplicata, com
quatro replicatas internas.

Uma variabilidade interna entre os resultados obtidos para a amostra de monguba

foi observada, e isso pode ter sido causado por um aumento da citotoxicidade ao longo
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do tempo, no decorrer das repeticdes do ensaio em meses diferentes. Uma possivel
explicacdo para esse comportamento seria a oxidacdo de compostos especificos, antes
inibidores da morte celular, presentes na composicdo do fruto. Desse modo, para a
amostra de monguba os resultados foram expressos como uma faixa de concentra¢io que
possibilitou, em todas as andlises, uma supressdo do crescimento celular significativa
(ICsp inferior a 250 ug mL!).

Por outro lado, extratos dos frutos de abiu e cupuagu causaram uma pequena
reducdo proliferativa, mesmo na maior concentracdo utilizada (1000 ug mL™), o que
impediu de estimar o valor da concentragdo destas amostras responsdveis pela morte de
50% das células tumorais (ICsp).

Em um trabalho relativamente recente, Jiménez et al. (2016) estudaram os efeitos
antiproliferativos e antioxidantes in vitro de diferentes fracdes da planta rosa-canina (uma
flor também conhecida como rosa-mosqueta) em linhagens humanas de cincer de c6lon
(Caco-2). O extrato total da amostra foi obtido pela homogeneizagdo da casca e polpa,
seguido de maceracdo por 24 h em acetona:dgua (80:20 v/v) e liofilizacdo. As células
tumorais de caco-2 na densidade de 4x10° células por poco foram expostas por 72 h ao
extrato diluido na solu¢do meio de cultura e a viabilidade celular foi avaliada através do
método SRB. Os extratos apresentaram citotoxicidade em todas as concentragdes.
Observando os resultados expressos como porcentagem do controle para as diferentes
concentracdes de rosa-canina, os autores puderam inferir para as linhagem celulares de
caco-2 PD7 e TC7, valores de ICso na faixa de 250-500 e 125-250 pug mL",
respectivamente.

Um estudo mais recente desenvolvido por Shalom e Cock (2018) demonstrou o
potencial antioxidante de frutos e folhas de Terminalia ferdinandiana, uma arvore
australiana que produz uma fruta conhecida comumente como ameixa de Kakadu, sendo
que esta possui o maior teor de vitamina C do mundo. Os autores prepararam extratos em
acetato de etila, metanol e dgua e os aplicaram para inibir a proliferacdo de algumas
células cancerosas, incluindo a linhagem celular de caco-2 (densidade de 5x10° células
por poco). Para a dosagem, empregaram o teste colorimétrico de proliferacdao celular
MTS. Os resultados em ICso dos extratos aquosos foram superiores a 1000 ug mL™' para
os frutos e suas folhas (1520 e 1230 ug mL!, respectivamente).

As atividades antiproliferativas de um rol de extratos preparados a partir de seis

frutos australianos contra células caco-2 foram determinadas por Sirdaarta et al. (2016),
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utilizando um ensaio multicelular de proliferacdo celular baseado em esferoides tumorais.
No entanto, entre os extratos aquosos, apenas o fruto de limdo apresentou atividade
antiproliferativa capaz de calcular os valores de ICso (885 ug mL™'), enquanto a inibicdo
dos outros frutos ndo excedeu uma porcentagem de 50%, em nenhuma das concentracdes
avaliadas.

Uma comparacgdo entre os resultados obtidos nesses estudos ndo seria vidvel, em
virtude das diferencas entre as densidades celulares dos extratos, entre os métodos
colorimétricos escolhidos, e entre os procedimento de extragdo empregados. Contudo, se
todas as condi¢cdes do método forem otimizadas, torna-se possivel comparar diferentes
plantas e seus diferentes extratos.

Até a atualidade, ndo foram encontrados, na literatura, trabalhos mostrando os
efeitos antiproliferativos dos frutos amazonicos contemplados neste estudo contra a
linhagem celular de caco-2. O teste de viabilidade celular constitui uma triagem que
estima a presencga de moléculas com efeitos antiproliferativos e citotoxicos. Neste sentido,
pelos dados constantes na Tabela 12, observa-se que a maioria dos frutos amazonicos
possuem compostos fitoquimicos capazes de afetar a viabilidade celular pela supressao
do crescimento celular. O mecanismo de atividade antiproliferativa dos frutos estudados
contra células cancerigenas ndo € claro; no entanto, alguns estudos mostraram que
diferentes compostos antioxidantes podem ter efeitos citotoxicos em canceres (JAIN et
al., 2013; SHARONI; DANILENKO; LEVY, 2000; NOVI, 1981; SINDHI et al., 2013).

Considerando que em frutos e hortalicas os compostos fendlicos sdo geralmente
os principais responséveis pelas propriedades antioxidantes (HERVERT-HERNANDEZ
et al., 2011) e por atividades anticancerigenas em diferentes 6rgios (JIMENEZ e al.,
2016), possivelmente os resultados dos efeitos antiproliferativos observados neste estudo
e a capacidade antioxidante demonstrada anteriormente podem estar relacionados a
presenca de compostos fendlicos.

O cancer € caracterizado pela proliferacdo celular descontrolada, e é provavel que
o mecanismo antiproliferativo desses extratos possa envolver a indu¢do de apoptose da
linhagem celular de caco-2. Nessa visdo, € importante dar continuidade a avaliagdao dos
tipos de morte celulares aos quais as células de caco-2 sdo induzidas pelos extratos dos
frutos estudados, a fim de confirmar a capacidade em induzir a morte celular por
apoptose. O progresso dessa pesquisa pode direcionar a estratégias terapéuticas para o

consumo de alimentos funcionais.
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6.1.5 Presenca de compostos bioativos nos frutos

6.1.5.1 Vitamina C

A capacidade redutora da vitamina C em diversas reagdes bioquimicas
caracteriza sua fungdo bioldgica. Entre outras fontes oxidantes, a vitamina C é capaz de
reduzir as EROs. Sua principal funcdo é como cofator de numerosas reacdes que
requerem Cu e Fe reduzidos como antioxidantes hidrossoliveis que atuam intra e
extracelulares (VANNUCCHI; ROCHA, 2012).

As concentracdes de vitamina C obtidas nos frutos estudados sdo apresentadas
na Tabela 13, bem como sua classificacdo em funcio da IDR, estabelecida pelo governo

brasileiro (BRASIL, 1998).

Tabela 13 - Teores de vitamina C encontradas nos frutos amazonicos analisados

Vitamina C

Frutos (mg 100 g') % IDR atendido* Classificacao**
Abiu 5,3 (8,2)* 11,9 -
Acai 80,0 (8,8) 177,6 Alto teor
Bacuri 28,3 (11,4)>¢ 62,9 Alto teor
Biriba 10,0 (1,3)* 22,2 Fonte
Buriti 21,9 (7,5)%4 48,6 Alto teor
Cupuacgu 52,6 (0,6) 116,8 Alto teor
Inaja 37,7 (3,7)° 83.7 Alto teor
Monguba 5,2 @3,1)* 11,5 -
Pajura 7,7 (8,9)* 17,1 Fonte
Uxi 15,0 (13,5)*4 33,4 Alto teor

Resultados obtidos em base imida. Entre parénteses, t€m-se os coeficientes de variacdo, CVs (%): precisdo
das medidas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
no nivel de 5% de probabilidade. “BRASIL, 2005. “* BRASIL, 1998.

Os teores de vitamina C nos frutos in natura estiveram na faixa de 5,2 a 80,0 mg
100 g!' para a améndoa de monguba e a polpa de acai, respectivamente. No Brasil, foi

estabelecida uma IDR de 45 mg de vitamina C, para um adulto saudavel (BRASIL, 2005),
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enquanto que o Institute of Medicine (2006) lista os valores da IDR por grupo de estigio
de vida, sendo 90 mg para um homem adulto sauddvel e 75 mg para uma mulher adulta.

A definicao proposta no Brasil permite qualificar as polpas de biriba e pajurd como
fontes de vitamina C (teores de 15 a 29% da IDR) e os frutos de agai, bacuri, buriti,
cupuagu, inajd e uxi como alimentos de alto teor nesse nutriente (teor > 30% da IDR)
(BRASIL, 1998).

Apesar da ingestao de 100 g das polpas de acai e cupuacu contribuirem em mais
de 100% da IDR, o nivel de ingestdo superior tolerdvel, que estaria relacionado a efeitos
adversos, tais como como diarreia osmotica e distirbios gastrointestinais, é¢ de 2000 mg,
e nunca serd atingido, se considerarmos tal ingestao.

Comparando-se os resultados obtidos com os dados da literatura, observa-se que
os teores de vitamina C estdo dentro da faixa reportada para a polpa de abiu (BRASIL,
2015; CANUTO et al., 2010), agai (RUFINO et al., 2010), bacuri (BRASIL, 2015), buriti
(GONCALVES, 2008), cupuacu (BRASIL, 2015; GONCALVES, 2008) e uxi
(GONCALVES, 2008; MARX, 2002), enquanto que os teores obtidos neste estudo para
a polpa de biriba sdo superiores aos reportados por Villachica (1996).

Nao foram encontrados registros da concentragdo de vitamina C para os frutos
inajd, monguba e pajurd e, portanto, este trabalho € o primeiro a apresentar dados sobre a
presenca desse nutriente em tais frutos. A importancia de novas fontes de vitamina C para
insercdo na dieta alimentar € de grande interesse para a area da ciéncia e tecnologia de
alimentos, bem como para a drea da sadde, visto que € um componente essencial para as

funcdes fisioldgicas do corpo humano.

6.1.5.2 Compostos fendlicos

O conhecimento do teor de compostos fendlicos em frutos € importante por refletir
o mecanismo de adaptagdo e resisténcia da planta ao ambiente, a influéncia no sabor e
nas caracteristicas tecnoldgicas do alimento, assim como no seu potencial nutritivo e
funcional (ROCHA et al., 2013).

No presente estudo, o método Folin-Ciocalteu foi empregado para medir a reducao
deste reagente pelos compostos fendlicos presentes nos frutos amazodnicos através da
formacdo de um complexo azul que foi monitorado espectrofotometricamente a 750 nm,

empregando 4cido gélico como composto fendlico de referéncia. As concentracdes dos
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compostos fendlicos totais nos frutos amazonicos, em massa seca, sdo apresentadas na

Tabela 14.

Tabela 14 - Teores de compostos fendlicos totais dos frutos amazonicos, obtidos nos

diferentes extratos

Compostos Fendlicos (mg EAG 100 g'1)

Frutos Extratos dos Frutos
etOH etOH:K-PBS K-PBS
Abiu 134,4 (6,8) 779,0 (7,3) 333,5 (5,2)°
Acaf 95,7 (8,0)° 353,2 (7,0)>¢ 214,8 (3,5)°
Bacuri 331,5 (1,4) 531,8 (3,1)¢ 328,3 (7,6)*
Birib4 62,1 (4,1)° 427,0 (7,2)°¢ 139,3 (9,5)¢
Buriti 28,1 (3,9)¢ 188,6 (4,2)f 170,4 (4,3)¢
Cupuagu 111,3 (4,6)>¢ 302,9 (7,3)° 241,9 (1,5)°
Inajé 121,7 (3,5)*¢ 476,9 (3,8)%¢ 351,7 (2,0)
Monguba 105,0 (10,0)° 751,1 (1,75) 324,1 (4,1)*
Pajuré 69,9 (2,5)° 800,6 (3,0) 140,0 (0,1)*4
Uxi 44,1 (6,7)¢ 157,8 (4,0)f 107,5 (0,4)°

Resultados obtidos em base seca. etOH = extratos etandlicos. K-PBS:etOH = extratos hidroetandlicos (1:1).
K-PBS= extratos em solucdo tampao K-PBS-EDTA (pH 7,5). Entre parénteses, t€m-se os coeficientes de
variagdo, CVs (%): precisdo das medidas. Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna nio
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

Como era esperado, em todas as amostras a eficiéncia da extragdo dos compostos
fendlicos foi dependente do tipo de solvente utilizado e da sua polaridade. De fato, os
extratos fendlicos brutos contém misturas complexas de algumas classes de fendis, e estes
por sua vez sdo seletivamente soliveis nos diferentes solventes. Nesse sentido, a
polaridade do solvente desempenha um papel fundamental no aumento da solubilidade
do fenol (NACZK; SHAHIDI, 2006). Misturas de solvente organico-dgua tém sido
relatadas como mais eficientes na extragdo de compostos fendlicos do que seus
respectivos solventes organicos puros (BOEING et al., 2014).

Com base nos resultados da Tabela 14, em todas as amostras a extracdo bindria
hidroetandlica (1:1) permitiu obter a maior concentracdo de compostos fendlicos, seguida
pela extracdo aquosa em solucdo tampao K-PBS e por ultimo em etanol puro.

Provavelmente, o extrato hidroetandlico permitiu uma melhor solvatagdo dos compostos
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fendlicos presentes nos frutos, como resultado das interacdes das ligacdes de hidrogénio
entre os sitios polares das moléculas antioxidantes e dos solventes etanol/agua. O etanol
foi menos eficiente na extragdo de compostos fendlicos, provavelmente devido a presenca
do radical etila que € mais longo, resultando em menor solvatacio das moléculas
antioxidantes (BOEING et al., 2014).

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos nos frutos estudados, os extratos
etandlicos de bacuri exibiram importante conteido fendlico. Abiu, monguba e pajurd
apresentaram maior concentracdo em compostos fendlicos quando comparados os
extratos hidroetandlicos. Por sua vez, abiu, bacuri, inajd € monguba apresentaram as
maiores concentragdes em compostos fendlicos hidrofilicos (extracdo aquosa em solugdo
tampao K-PBS). Os diferentes extratos das amostras de buriti e uxi apresentaram os
menores teores em compostos fendlicos.

Seguindo o exemplo de Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008) e outros trabalhos
cientificos (RUFINO et al., 2010; SOUZA et al., 2012), que classificaram suas amostras
em grupos por proximidade de conteido fendlico, os resultados obtidos aqui permitem-
nos classificar os frutos em trés categorias: frutos com baixo conteudo fendlico (<100 mg
EAG 100g™), com teor moderado (100-400 mg EAG 100g™") e com alto teor (> 400 mg
EAG 100g™).

Os frutos com alto teor em compostos fendlicos na extra¢ao hidroalcéolica foram
abiu, bacuri, biribd, inaja, monguba e pajurd. Fontes naturais de compostos fendlicos
podem apresentar potenciais propriedades bioldgicas, tais como as atividades anti-
aterosclerdticas, anti-inflamatoérias, antitumorais, antitrombdticas, anti-osteoporose e
antivirais (NIJVELDT et al., 2001).

Apesar dos diferentes métodos de extracdo e solventes utilizados, bem como das
condi¢cdes ambientais que refletem na composi¢do fendlica dos frutos, foram realizadas
comparacdes dos resultados obtidos com alguns registrados na literatura.

Estudos recentes relatam concentragdes em compostos fendlicos nos frutos de
abiu provenientes do estado de Rondénia (172,3 mg EAG 100g™!, em massa timida, apSs
extracdo com acetona 70%) (VIRGOLIN et al., 2017) e de Roraima (900,2 mg EAG 100g
!, em massa seca, apés extragio metandlica a 80% () acidificada com 0,5% de 4cido
cloridrico) (MONTERO et al., 2018) préximos aos obtidos neste trabalho para a extragao
hidroetanélica (220,2 mg EAG 100g™! em massa timida ou 779,0 mg EAG 100g™! em

massa seca).
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Em outro estudo envolvendo frutos de palmeiras tradicionalmente consumidos no
Amapa, os resultados apds etapas de extragdo envolvendo diferentes solventes (acetona,
metanol e d4gua) foram maiores para o buriti e menores para inaja (118,0 e 45,0 mg EAG
100g'1, em massa umida, respectivamente) (SANTOS et al., 2015) que os resultados
obtidos neste estudo (83,2 e 155,0 mg EAG 100g'1 em massa umida, respectivamente).

Mediante avaliagdo pormenorizada da composi¢do dessas substancias fendlicas
presentes nos frutos, foi possivel identificar varios grupos de substincias que
contribuiram com a atividade antioxidante destes. O Quadro 3 apresenta algumas
informacdes importantes acerca das substancias que foram monitoradas por ocasido das
andlises qualitativas. Observa-se uma variabilidade de estruturas bdsicas e grupos
funcionais, mas percebe-se, no entanto, a presenca de grupos croméforos em todas elas,

o que justifica o fato da maioria dessas substancias possuirem forte coloracao.

Quadro 3 - Estruturas quimica e classificacdo dos compostos fendlicos monitorados

Composto Férmula Nimero CAS Estrutura

Acidos fenolicos

Acido 4-hidroxibenzéico C7He03 99-96-7 é
. i
Acido p-cumérico CoHs0s 501-98-4 ~ AT
Acido sindpico C11H 1205 530-59-6 /:DM“
, g
Acido vanilico CsHsOq 121-34-6 . ]
Acido homovanilico CoH1004 306-08-1 "o 0
S,
Acido homogentisico CsHsO4 451-13-8 %
Acido clorogénico Ci6H1809 327-97-9 |/‘
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Continuagao Quadro 3 ...

Acido criptoclorogénico Ci6H1809 905-99-7 Hor %OH
Acido gélico C7HeOs 149-91-7 15
= O
. S S oy
Acido ferilico CioHiOs  537-98-4 HOQ/\/L
OCH;
Acido gentisico C7HsOx 490-79-9 H /é )
JJL ‘
Acido cafeico CoHsOq4 331-39-5 Q
Acido siringico CsH10Os 530-57-4 ﬁw
f’:‘f (W4
Acido rosmarinico C1sH1603 20283-92-5 D
Flavonas
)
Fisetina Ci15H1006 528-48-3 \Q;‘)\ o
Taxifolina CisH 120 480-18-2 NS
ol e
Rutina C27H30016 207671-50-9 q_(bﬁﬁ\
Quercetina Ci5H1409 6151-25-3 T I .
‘I . ! . :"
Quercitrina C21H20011 522-12-3 ) {(gfa
Nepetina-7-glicosideo C22H22012 569-90-4 SEOS
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Continuagao Quadro 3 ...

Hesperidina CosH34015 520-26-3 5
Cirsimaritina C17H1406 6601-62-3 S BOW
Miricetina Ci5sH100s 529-44-2 )
5

Luteolina-7-O-B-d-glucuronido C21H15012 38934-20-2 ”‘ciﬂiii,n.“ LT

oy
Genkwanin Ci6H1205 437-64-9 oo OL\@L
Morin CisHioO7 654055013, ‘T@
Kaempferol Ci5Hi006 520-18-3 T~

T‘ jo/ oH
Quercetina CisHi1007 117-39-5 —C}ﬁ\ /
Homoplantaginina C22H2,014 17680-84-1 % s Lo -

Flavanols
/’OQ/\ O o
(+) — Catequina Ci15H1406 7295-85-4 Hoﬁbl\o’ﬁ
(-) — Epicatequina C15H1406 490-46-0 Q0 J
(-)-Galato de epigalocatequina C22H15011 989-51-5
Terpenos fendlicos

o T L

Acido Camnésico CxHosOs  3650-09-07 e
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Continuacdo Quadro 3 ...

Anemosapogenina C30H4s04 85999-40-2 Po NOre
o
Rosmanol C20H2605 80225-53-2 5w
-
Acido betulinico C30H4603 472-15-1 o g Y™
Ly o)
Acido asidtico C30H4505 464-92-6
Carnosol CaoHa60x 5957-80-2 JJ "
H:,CC,_C' :
Acido 12-metoxicarnésico C21H3004 3650-09-07 = O‘\H -
Proantocianidinas
Procianidina A2 C30H24012 41743-41-3
Procianidina B2 C30H26012 29106-49-8 S | h
Procianidina C1 C4s5H33013 37064-30-5
Stilbenes
Polidatina C20H2208 65914-17-2 "L lr\“ ~ry
Resveratrol Ci14H1203 501-36-0
Aldeidos Fenolicos
(o]
3,4-di-hidroxibenzaldeido C7HeO3 139-85-5 H
HO 4
Siringaldeido CoH 1004 134-96-3 Y
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Continuacdo Quadro 3 ...

Vanilina

CsHgOs3

121-33-5 @v

Acidos benzoicos

Acido veratrico

CoH1004

93-07-2 J\@/

Acidos cinamicos

Acido trans cinamico

CoHgO»

- /‘\)L
140-10-3 Yy

N

Outros compostos fenélicos

Tirosol CsH1002 501-94-0 HD/V©/
Arbuti C12H160 497-76-7 ﬁx
rbutin 12H1607 -76- \)\/I\
]
. HO 0" CH
Galato de etila CoH10Os 831-61-8 HOK;/L :
OH
HO 0. o)
Umbeliferona CoHgOs 93-35-6 j@ij
.
Acido eldgico C14HOs 476-66-4 Beas

Os resultados das andlises cromatogréficas qualitativas evidenciaram uma ampla

diversidade em substancias fendlicas, num total de 38 compostos identificados nos frutos

avaliados. O perfil cromatogréafico dos extratos dos frutos amazonicos foi determinado

através da detec¢do e identificacio por CLUE de diversos compostos fendlicos

conhecidos (Tabela 15).
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Tabela 15 - Perfil cromatografico qualitativo de compostos fendlicos identificados através do tempo de retencdo dos padrdes correspondentes,

usando diferentes métodos analiticos

Compostos Fendlicos

AB

AC

BA

BI

BU

CU IN

PA

MO

UX

M1

M2 M1 M2 Ml

M2 M1 M2 Ml M2 Ml

M2 Ml

M2 M1 M2 Ml

M2 Ml

M2

cidos fenolicos

Acido clorogénico

X

X

X

Acido cafeico

i

olle

Acido 4-hidroxibenzoico

Acido-2,5-di-hidroxibenzéico

Acido fertlico

itsitadle

il

iteitailtalls

Acido gilico

it it disitalls

Acido homovanilico

it ltailaitadle

e ltalls

b
itsitaitaitailalls

Acido p-cumdrico

iteitaitaitaitailalls

e itaitaitaitailalls

olle
olle
>~

olle

ollte

e llaltadle

it liaitaitaltalls

Oloo||an|u | |w|o]— [P

Acido rosmarinico

olle

—
(=)

Acido sindpico

11

Acido Siringeco

12

Acido vanilico

iladls

ikadls

| P4

e ltaltaitailalle

Flavonas

13

Cirsimaritina

14

Quercetina

ol

=
=

=

15

Genkwanin

olle

16

Hesperidina

ltalle

17

Homoplantaginina

18

Kaempferol

o ltaitadle

19

Hidrato de Morin

| P4

> | <

o ltaitadle

R R R

20

Nepetin-7-glicosideo

ltedle

italls

<<
it dtalle
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Continuagdo Tabela 15...

21 Hidrato de quercitrina

22 Hidrato de rutina

23 Taxifolina

llalle

eltallel

e ltalle

e ltalle

il

Flavanols

24  (-)-Epicatequina

Terpenos fenoélicos

25 Rosmanol

26 Acido asitico

27 Acido Carnosico

Aldeidos fenolicos

28  3,4-di-hidroxibenzaldeido

29 Siringaldeido

30 Vanilina

italls

itadle

italls

il

itadle

itadle

italls

italls

il

il dle

Acidos benzoicos

31 Acido Verétrico

Acidos cinamicos

32 Acido trans-cindmico

>~

Outros compostos fenélicos

33 Acido D-(-)-quinico

34 Acido eldgico

35 G@Galato de etila

36 Arbutin

X
X

X

37 Acido 4-o-cafeoilquinico

X

X

X

X

X

X
X
X

X

X

X

X

it italtalils

38 Umbeliferona

X

X

TOTAL

18

12

28

6

16

6

21

16

23

18

17

8

23

16

25

20

22

9

30

Resultados obtidos em base seca. AB= abiu; AC= acai; BA= bacuri; BI= birib4; BU= buriti; CU= cupuacu; IN= inaja; PA= pajurd; MO= monguba; UX=uxi. M1 e M2 =

métodos cromatogréficos 1 e 2, respectivamente.
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Comparando-se os métodos avaliados, observa-se que o método 1 permitiu a
identificacdo de um grande nimero de compostos fendlicos, sendo maiores nos frutos de
acai e uxi (total de 28 e 30 compostos fendlicos, respectivamente). No entanto, alguns
compostos foram identificados somente quando utilizado o método 2, tais como hidrato
de morina e quercetina na amostra de abiu; vanilina na amostra de cupuacu; nepetin-7-
glicosideo e hidrato de rutina na amostra de inajd; homoplantaginina e dcido p-cumarico
na amostra de pajurd; umbeliferona na amostra uxi.

Entre os 10 frutos amazoénicos estudados, somente as polpas dos frutos inaji e
biribd e as sementes de monguba foram submetidos a determinagcdo quantitativa de
compostos fendlicos. O motivo dessa escolha foi o fato desses frutos terem apresentado
relevantes efeitos antiproliferativos contra a linhagem celular de caco-2, além de elevada
capacidade antioxidante e alto teor em compostos fendlicos apds extracio hidroetandlica
(> 400 mg EAG 100g™).

A Tabela 16 apresenta os resultados dessa andlise quantitativa. No total, 11
compostos fendlicos foram quantificados na polpa de biriba, tendo sido observadas
elevadas concentragdes de dcido homovanilico e quinico (414,4 e 1031,6 mg kg,
respectivamente). O dcido homovanilico € um importante metabdlito de catecolaminas
que ocorre em biofluidos humanos, sendo reportado por sua capacidade antioxidante
(ALJOVIC; GOJAK-SALIMOVIC, 2017). No corpo humano, o 4cido quinico tem sido
caracterizado como um pré-metabdlito que permite a inducdo de niveis eficazes de
nicotinamida e triptofano no trato gastrointestinal, sendo uma fonte destes ingredientes
metabdlitos essenciais (PERO; LUND; LEANDERSON, 2009). Além disso, o acido
quinico possui um amplo espectro potencial como antioxidante, anti-inflamatorio,
hepatoprotetivo, entre outras propriedades medicinais (SOH et al., 2003; PERO; LUND;
LEANDERSON, 2009; XIANG et al., 2001; INBATHAMIZH; PADMINI, 2013).
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Tabela 16 - Quantificagdo de compostos fendlicos em amostras selecionadas de frutos

amazonicos
Composto fendlico Biriba Inaja Monguba
mg kg'!

Acidos fenélicos

Acido 2,5-di-hidroxibenzéico 0,5 0,5 0,6
Ac1.do 3,fl—d1—h/1'drox1benzaldeldo 0.5 0.9 0.1
4-hidroxibenzoico

Acido cafeico 1,5 3,6 52,9
Acido clorogénico 4,8 10,8 215,2
Acido ferdlico Nd 2,1 11,5
Acido gélico Nd Nd 1,9
Acido homogentisico Nd 0,4 0,5
Acido homovanilico 414,3 Nd Nd
Acido p-cumdrico 0,3 1.4 11,0
Acido quinico 1031,6 34,2 571,9
Acido Rosmarinico Nd 4,1 Nd
Acido sindpico Nd 13,9 3,0
Flavonoides

(-)-Galato de epigalocatequina Nd 181,9 nd
(-)-Epicatequina 52,1 83,1 76,2
Procianidina C1 172,9 176,8 196,3
Fisetin Nd 55,9 9,6
Kaempferol Nd 0,2 0,1
Hidrato de Morin Nd 84,6 83,0
Quercetina Nd 4.4 10,0
Hidrato de rutina 4,6 0,9 21,7
Homoplantaginina Nd 0,2 0,4
Nepetin-7-glicosideo Nd 45,1 65,1
Procianidina-A2 Nd 6,5 29,8
Estilbenos

Polidatina Nd 0,3 1,2
Resveratrol Nd 1,3 nd
Outros compostos fenélicos

Vanilina Nd 24,2 nd
Arbutin Nd 0,9 nd
Galato de etila 46,2 nd nd

Meétodo de preparo das amostras: M1. nd = ndo detectado..

107



Maior variabilidade em compostos fendlicos foi observada na polpa de inaja,
compreendendo 25 compostos pertencentes as classes dos flavondides, estilbenos, dcidos
fendlicos, entre outros. Entre os compostos fendlicos, foi quantificada uma importante
concentracdo de (-)-galato de epigalocatequina (EGCg), substancia que possui ampla
gama de propriedades medicinais, incluindo efeitos benéficos sobre a doenca de
Parkinson, Alzheimer, acidente vascular cerebral, obesidade e diabetes. Tal composto
possui também a capacidade de inibir a proliferacdao de algumas formas de céncer, e
quando presente confere ao fruto elevada capacidade antioxidante (STUART;
SCANDLYN; ROSENGREN, 2006; DU et al., 2012). O EGCg estd presente em um
numero limitado de alimentos e bebidas a base de vegetais. Arts, Putte e Hollman (2000)
determinaram os niveis de algumas catequinas, incluindo EGCg, em 24 tipos de frutas,
27 tipos de vegetais e leguminosas, alguns alimentos bdsicos e alimentos processados
consumidos na Holanda, mas nenhum dos alimentos continha EGCg.

Em uma pesquisa recente (MANOCHALI et al., 2018), 10 cascas de cultivares de
ata (Annona squamosa L.) provenientes da Tailandia foram avaliadas. Entretanto, o
contetido apresentado foi notavelmente inferior (variando de 0,4 a 32 mg kg'') que o
obtido para a polpa de inajd neste estudo (181,9 mg kg™!) e superior as amostras de biribd
e monguba, das quais ndo foram quantificados teores de EGCg. A polpa de inajd ainda
apresentou um perfil diferenciado em estilbenos, em que se pode destacar o composto
resveratrol, que possui atividade antimutagénica e capacidade em inibir a formacgdo de
radicais livres (MALTA et al., 2012).

Observando-se os resultados das anédlises das sementes de monguba, um total de
21 compostos fendlicos foram quantificados, tendo sido observados maiores teores dos
seguintes 4cidos fendlicos: dcido 2,5-dihidroxibenzodico, cafeico, ferulico, gélico,
homogentisico, p-cumarico e clorogénico. O 4cido clorogénico € um composto derivado
do 4cido cafeico e exibe vdrias propriedades bioldgicas benéficas, incluindo efeitos
antibacterianos, antiflogisticos, antivirais e inibitérios da carcinogénese no intestino
grosso e no figado (WANG et al, 2015; HAO et al., 2016). Os valores de &4cido
clorogénico encontrados neste estudo foram superiores aqueles relatados por Gordon et
al. (2012) para a polpa de acai (0,2 a 16,4 pg ¢!, massa seca).

Alguns frutos amazonicos t€m sido avaliados quanto ao seu perfil cromatogréfico
em relacdo a presenca de compostos fendlicos (STAFUSSA et al., 2018; GOMES et al.,

2016; MOURA, 2016; YAMAGUCH]I, 2015; BERTO et al., 2015b; PUGLIESE, 2010;
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GONCALVES, 2008; YANG et al., 2003). Considerando as por¢des convencionalmente
comestiveis dos frutos contemplados neste estudo, observa-se, na literatura, escassas
informacdes acerca da presenca e das quantidades relativas de compostos fendlicos em
frutos de abiu, pajurd, bacuri e uxi, e nenhuma informagdo em relacdo as polpas dos frutos
de biriba e inajd e as améndoas de monguba.

Stafussa et al. (2018) avaliaram a composi¢cdo em bioativos e a capacidade
antioxidante de 44 frutos brasileiros tradicionais e exoéticos, dentre eles acgai, buriti e
cupuagu. O conteddo total de compostos fendlicos foi determinado segundo o método
Folin-Ciocalteu, o teor de flavondides e antocianinas monomeéricas, bem como a
capacidade antioxidante contra os radicais sintéticos DPPH' e ABTS"™ também foram
determinados por métodos colorimétricos. A andlise do perfil fendlico foi realizada pela
injecdo de extratos hidroetanolicos das amostras a CLAE acoplada a um detector de
arranjo de diodos. Nos extratos das polpas dos frutos foram identificadas as seguintes
classes de substancias: cinco 4cidos hidroxicindmicos, com destaque ao elevado contetido
de 4cido clorogénico; trés acidos hidroxibenzdicos, com destaque para o dcido vanilico
no acai; quatro flavonodides, sendo a catequina a maior responsdvel pelo conteudo de
flavonoéides nos frutos, e um estilbeno, o resveratrol, que apresentou maior conteddo nos
frutos de maca e péssego. Os autores destacaram as caracteristicas mais importantes de
cada polpa em relacdo a composicdo de compostos e suas atividades farmacoldgicas.

Gongalves (2008) avaliou o potencial em compostos bioativos de 16 polpas de
frutos (bacuri, tucumad, cupuacu, graviola, buriti, uxi, cambuci, araga, tamarindo,
maracujd doce, granadilla, carambola, camu-camu, mana-cubiu, abiu e araga-boi) e 6
polpas de frutos congelados (pana, umbu, cagaita, coquinho azedo, araca e cambuci),
todos frutos nativos brasileiros. Os teores de 4cido eldgico, vitamina C e flavonéides
(catequina, epicatequina, quercetina, caempferol e cianidina) foram determinados por
CLAE, enquanto a atividade inibitoria da a-glicosidase e a-amilase foram determinadas
por métodos espectrofotométricos. A capacidade antioxidante foi verificada pelos
métodos DPPH, ORAC e descoramento pelo sistema B-caroteno/linoleico, e o teor de
compostos fenodlicos totais, pelo método Folin-Ciocalteu. Camu-camu, cupuagu,
coquinho azedo e cagaita revelaram os maiores teores em vitamina C. Camu-camu,
cambuci, uxi, tucuma, cagaita, coquinho azedo e aracd apresenta/ram maiores potenciais
antioxidantes. Os principais flavondides encontrados nos frutos foram quercetina e

catequina.
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Observando-se os frutos que também foram contemplados no presente estudo,
verificou-se que a polpa de buriti possui quercetina e 4cidos hidroxicindmicos, e abiu
acidos hidroxicinamicos, enquanto nao foram quantificados flavondides nas polpas de
uxi, cupuagu e bacuri.

O trabalho contribuiu com informagdes sobre o potencial em bioativos de frutos
nativos. Mais uma vez, destaca-se o poder nutricional e de equilibrio tréfico desses frutos
e sua contribuicdo para a qualidade de vida nos ecossistemas amazdnicos e pré-

amazoOnicos, onde sdao encontrados os frutos aqui avaliados.

6.1.6 Resultados das andlises de correlagdes quimiométricas

Uma anélise de componentes principais (do ingl€s, principal component analysis,
PCA) foi aplicada para caracterizar os dez frutos amazdnicos de acordo com sua
composi¢do quimica e atividade bioldgica. No total, 23 varidveis foram avaliadas em dez
(10) tipos de frutos, sendo as varidveis da matriz de correlacio compostas por: seis (06)
parametros bromatolégicos (umidade, cinza, pH, acidez em 4acido citrico, lipideos e
proteinas); sete (07) minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na e Zn); vitamina C, trés (03)
diferentes métodos de obtencdao de extratos (CF-etOH, CF-KPBS e CF-KPBS:etOH),
cinco (05) métodos para anélises da capacidade antioxidante (DPPH, NBT, ABTS-etOH,
ABTS-PBS e ABTS-PBS:etOH) e o ensaio de viabilidade celular.

As distribui¢des das varidveis ao longo das componentes principais PC1 vs PC2,
PC1 vs PC3 e PC2 vs PC3 sao apresentadas na Figura 17, 18 e 19, respectivamente. Da
Figura 17, verificou-se que a porcentagem cumulativa da variancia total explicada pelos
dois primeiros componentes (PC1 vs PC2) foi de 51,82%. O grafico de scores
bidimensional mostra a formacdo de trés agrupamentos principais: azul, verde e
vermelho. No entanto, € importante salientar que a PCA ndo € uma classificagdo, mas
pode ser usada como base para a mesma.

O agrupamento azul da Fig. 17 foi formado pelos frutos de buriti e uxi, que se
distinguiram dos demais pelo menor conteido em compostos fendlicos, menor
capacidade antioxidante e moderados efeitos antiproliferativos. Por outro lado, tais
amostras destacaram-se em relacao ao contetido bromatoldgico (elevados conteidos em

lipideos, proteinas e energia) e mineral (teores relevantes em Cu, Mg e Mn).
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Figura 17 - Diagrama de dispersdo da PCA: distribuicdo dos 10 frutos, em triplicata, ao
longo dos componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) utilizando 23 varidveis.

O agrupamento em verde da Figura 17 foi formado unicamente pelas améndoas
da monguba. De fato, tal fruto apresentou importantes efeitos antiproliferativos, além de
elevada capacidade antioxidante contra radicais O>™ e contra radicais ABTS " nos extratos
hidroetandlico e aquoso. Além disso, a amostra de monguba apresentou um importante
conteddo em compostos fendlicos em todos os extratos, altos conteudos em cinzas,
lipideos, proteinas, energia, Mg e Cu. Por outro lado, foram obtidos baixos teores em
vitamina C. E importante observar que a por¢do da polpa foi a avaliada em todas as
amostras, com exce¢do do fruto da monguba, em que se estudou as sementes. Além da
dependéncia de fatores edafocliméticos da regido onde € produzido o vegetal, a
composi¢do quimica das sementes varia conforme a espécie botinica, a cultivar e, a
semelhanga dos demais 6rgaos da planta, as sementes apresentam composi¢ao quimica
bastante varidvel (NETO; ROSSETTO, 1998), o que certamente diferencia este fruto dos
demais estudados. A composi¢do das améndoas de monguba e seu potencial industrial
nunca haviam sido revelados antes, como estd sendo no presente trabalho. Trata-se de um

fruto nativo, economicamente desvalorizado e com bem poucas informacgdes sobre sua
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composi¢do quimica e atividades bioldgicas. A presenga de fatores antinutricionais no
fruto, relatada por Oliveira et al. (2000), necessita ser melhor esclarecida, tendo em vista
ser um fruto utilizado como alimento pela populagdo local.

Na Figura 18, o comportamento distinto mostrado pelo agrupamento vermelho foi
formado pelos frutos inajd, acai, bacuri, biribd, pajurd, cupuacu e abiu. Foi possivel
determinas uma porcentagem cumulativa da varidncia total explicada pelos componentes

PC1 vs PC3 de 48,40%.
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Figura 18 - Diagrama de dispersdao da PCA: distribuicdo dos 10 frutos, em triplicata, ao
longo dos componentes principais 1 (PC1) e 3 (PC3) utilizando 23 varidveis.

Observando a dispersao das varidveis ao longo da PC1 e PC3 € possivel notar com
maiores detalhes as influéncias das varidveis sobre as amostras formadas pelo
agrupamento vermelho da figura anterior (Figura 17), a qual contemplava grande parte
dos frutos estudados. Destaca-se neste diagrama a varidvel vitamina C que contribuiu
positivamente para a formacdo da PC3, destacando-se algumas amostras com alto teor
neste nutriente: acai, cupuagu e inaja. Outras varidveis contribuiram para a formagao da
PC3, foram elas os elevados teores em Mn, Zn e compostos fendlicos (extrato aquoso) e,

para essa componente, o agrupamento verde, formado pelas amostras de monguba, nio
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foi evidenciado. Além disso, o alto teor de Na na amostra de pajurd foi demonstrado pela
contribuicdo negativa a PC3. A Figura 19 confirma a influéncia das varidveis nas

amostras de frutos amazonicos.
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Figura 19 - Diagrama de dispersdo da PCA: distribui¢do dos 10 frutos, em triplicata, ao
longo dos componentes principais 2 (PC2) e 3 (PC3) utilizando 23 varidveis.

Estabelecendo-se uma correlagdo entre os resultados dos compostos bioativos, da
capacidade antioxidante e da atividade antiproliferativa (Tabela 17), evidenciou-se, como
esperado, um forte efeito da concentragdo total de compostos fendlicos sobre a capacidade
antioxidante, tais como R?= -0,90 para CF (KPBS) e ABTS (PBS), R?=-0,98 para Folin
(K-PBS: etOH) e ABTS (PBS: EtOH), R?>= -0,74 para Folin (K-PBS) e NBT (K-PBS).
Os resultados da correlacdo foram negativos em virtude de os resultados da capacidade
antioxidante estarem expressos em ICso (e neste caso, quanto menor a ICso, maior a
capacidade antioxidante), enquanto que a concentracdo de compostos fendlicos foi
expressa em mg EAG 100g™!. Desta forma, sugere-se que, nesse ponto da andlise, as

comparagdes dos coeficientes de correlacdo (R?) sejam feitas com valores modulares.
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Tabela 17 - Correlacao entre os resultados obtidos para os compostos bioativos, a capacidade antioxidante e a atividade antiproliferativa para os
frutos amazonicos estudados

pppH  ABTS  ABTS  ABTS gy CF CF CF  Vimildade  Vit. C
etOH PBS PBS:etOH etOH etOH:KPBS KPBS
DPPH 1,00
ABTS etOH 0,57 1,00
ABTS pPBS 0,27 0,15 1,00
ABTS PBS:etOH 0,69 0,56 0,41 1,00
NBT 0,72 0,14 0,60 0,57 1,00
CF etoH -0,47 -0,41 -0,51 -0,33 -0,21 1,00
CF etOH:KPBS -0,68 -0,45 -0,33 -0,98 -0,55 0,30 1,00
CF KPBS -0,52 -0,15 -0,90 -0,53 -0,74 0,65 0,47 1,00
Viabilidade -0,03 0,27 -0,41 0,10 -0,15 0,17 0,00 0,31 1,00
Vit. C -0,14 0,01 -0,15 0,43 -0,27 0,11 -0,45 0,08 0,09 1,00

CF=compostos fendlicos. etOH = extratos etandlicos. K-PBS:etOH = extratos hidroetandlicos (1:1). K-PBS= extratos em solucio tampao K-PBS-EDTA (pH 7.5).
DPPH, ABTS, NBT = métodos espectrofotométricos empregados na determinacdo da capacidade antioxidante (vide parte experimental).
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Os resultados da correlagdo sugerem que o conteddo fendlico foi o principal
responsavel pela capacidade antioxidante dos extratos dos frutos. Na literatura, tem sido
amplamente discutida a eficiéncia de tais compostos atuando como antioxidantes, sendo
considerados os maiores responsaveis pela capacidade antioxidante de diversos frutos,
vegetais e graos. A estrutura quimica bésica das substancias fendlicas mostra-se ideal para
os seguintes processos bioquimicos: quelacdo de metais, em virtude deos compostos
fendlicos possuirem grupamentos hidroxila e carboxila, capazes de se ligar especialmente
ao ferro e ao cobre; inibi¢do da peroxidacao lipidica, mediante aprisionamento do radical
alcoxila lipidico; neutralizacdo das EROs, devido a capacidade dos compostos fendlicos
de doarem elétrons ou 4tomos de hidrogénio (LI et al, 2014; ARAGAO, 2013;
JIMENEZ; MARTINES; FONSECA, 2009; MICHALAK, 2006).

6.2 Desenvolvimento de um Biossensor: Determinacio Rapida da Capacidade
Antioxidante

Os métodos colorimétricos descritos e empregados nesse trabalho t€ém sido
amplamente utilizados na determinagdo da capacidade antioxidante de diversas matrizes,
sejam elas compostas de vegetais in natura (MONTERO et al., 2018; VIRGOLIN et al.,
2017; WANG et al., 2016; DEMIRDOVEN et al., 2015; MANDAVE et al., 2014;
CANUTO et al., 2010; RUFINO et al., 2010), bem como de alimentos processados, tais
como bebidas (GARCIA-LOMILLO; GONZALEZ-SANJOSE, 2014; COLINA et al.,
2012;), chas (MILANIA; AMUZADEHB; MOETAMEDZADEGAN, 2018; KOCZKA
et al., 2016; AKRAM et al., 2012) e azeite de oliva (MINIOTIA; GEORGIO, 2010).
Convém mencionar, no entanto, que tais métodos sdao ainda caros e relativamente
demorados, mesmo utilizando-se a estratégia da leitura em placas, que possibilita
multiplas e simultaneas andlises. Além disso, essas metodologias analiticas dificilmente
poderiam ser empregadas in sifu, pois exigem em geral equipamentos de porte
relativamente grande, tanto para preparo das amostras quanto para as leituras
espectrofotométricas.

Por esse motivo, essa etapa do trabalho objetivou inicialmente projetar um
biossensor eletroquimico que fosse capaz de realizar essa tarefa com o minimo tratamento
da amostra, com capacidade de portabilidade, e que resultasse em um menor custo

analitico.
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6.2.1 Caracterizacdo eletroquimica do biossensor

O sensor-base, empregado para a construcdo do biossensor, compreendeu um
suporte flexivel e quimicamente inerte (PVC) no qual trés (3) eletrodos, incluindo
eletrodo de trabalho, pseudoeletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar, foram impressos
através de uma metodologia de producao simples baseada na serigrafia semiautomaética.
A tecnologia da serigrafia € uma técnica bem estabelecida para a fabricacio de sistemas
de eletrodos econdmicos, descartdveis e portateis, o que possibilita a andlise in situ. O
processo de preparo desse tipo de sensor-base é bem conhecido e j4 foi descrito em artigos
(HAYAT; MARTY, 2014; LI et al., 2012). As fotos B6 ¢ B7 do Anexo B esquematizam
as etapas de deposi¢do das camadas que formam o sensor eletroquimico, durante o
processo de serigrafia.

No sensor-base empregado, o eletrodo auxiliar foi formado pela deposi¢do de uma
pasta de carbono grafite comercial; o eletrodo de trabalho, de uma pasta de grafite
comercial contendo o sal Prussian Blue (PB) como mediador eletroquimico, e o pseudo
eletrodo de referéncia, de uma pasta de Ag/AgCl. O eletrodo de trabalho pode ser
considerado o mais importante, pois € nele que as reagdes eletroquimicas sao
monitoradas, enquanto que os eletrodos de referéncia e auxiliar (contra-eletrodo) sdo
usados para completar o circuito eletrOnico, possibilitar a realizacio de medidas em
potencial fixo e realizar a transferéncia de elétrons ao transdutor (potenciostato)
(HAYAT; MARTY, 2014).

Gracas a caracteristica particular do mediador PB em catalisar a reducdo do
peroxido de hidrogénio, biossensores serigrafados, a base de enzimas oxidase,
modificados pelo composto inorganico PB t€ém sido desenvolvidos para aplicagdes em
analises clinicas (JIANG et al., 2016; BOFFI, 2015; SEKAR et al., 2014) e de alimentos
(ALBANESE et al., 2014; WANG et al., 2003). Uma busca recente no portal de
periddicos da CAPES resultou em mais de mil artigos sobre biossensores serigrafados
modificados com PB com base em diferentes materiais de eletrodos, procedimentos de
modificacdo e principios de medicdo. Artigos que lidam com biossensores para andlise
de glicose, lactato, colesterol e outros analitos fisiolégicos foram encontrados em
periddicos de quimica analitica (JIANG et al., 2016; BOFFI, 2015; SEKAR et al., 2014;
HIRST et al., 2013; BANERJEE; SARKAR; TURNER, 2013; CHIU et al., 2009). Além

disso, o uso do PB no desenvolvimento de sensores e biossensores para andlise de
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alimentos tem despertado o interesse de muitos grupos de pesquisa e conduzido a métodos
aperfeicoados para detec¢cdo de biocompostos como sacarose e galactose, bem como para
determinacdo da capacidade antioxidante (ALBANESE er al.,, 2014; VARVARI;
POPESCU, 2010; WANG et al., 2003; HAGHIGHI et al., 2004).

A avaliagdo da capacidade antioxidante utilizando o biossensor desenvolvido
baseia-se na monitoracdo on-line do H20O2 produzido durante o processo de oxidacdo de
uma solucao aquosa de hipoxantina (HX) a acido trico, na presen¢a da enzima xantina-

oxidase (XOD), ou pela espontanea dismutac¢ao dos radicais O2" como demonstrado na

Figura 20.
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Figura 20 - Principio de detec¢ao do H2O> gerado pelo sistema enzimatico
hipoxantina/xantina-oxidase (HX/XOD), usando o biossensor amperométrico.

O H20: gerado por ocasido da reacdo enzimatica é reduzido na superficie do
eletrodo de trabalho polarizado (-100 mV vs Ag/AgCl), na presenca de mediador azul da
Prussia (PB). Este tem um efeito catalitico conhecido sobre a reduc¢do de H20O>, devido a
sua estrutura quimica propicia (RICCI; PALLESCHI, 2005). Na presenca de
antioxidantes, os radicais 02" e H2O> s@o inibidos, com a consequente diminuicdo da
corrente catddica, sendo tal diminuicdo proporcional a capacidade antioxidante.

Muitos trabalhos ja demonstraram a forte influéncia da modificacdo de materiais
nas propriedades cataliticas ou elétricas dos eletrodos (GARCIA et al, 2015;
RODRfGUEZ; RIVAS, 2002; MOUSTY, 2004). De fato, a melhoria das propriedades
elétricas, pode levar a menores correntes capacitivas e melhor sensibilidade do sensor.
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Esta influéncia foi evidenciada pela avaliacdo do comportamento eletroquimico do

eletrodo impresso nao modificado e modificado com PB (Figura 21).
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo impresso de carbono na
auséncia/presenca de mediador de PB. Medidas eletroquimicas realizadas em solucao
tampdo K-PBS 50 mmol L' (pH 7,5) com KCI 10 mmol L' a uma taxa de varredura de
50 mVs! vs Ag/AgCl.

Foi possivel observar claramente na Figura 21 que, com a modifica¢ado do eletrodo
de carbono com o mediador PB, houve uma alteracao expressiva da resposta do eletrodo
de trabalho. Observou-se a formac@o de um potencial de pico catédico a + 197 mV e de
um pico anddico a - 73 mV.

Com esses resultados, favoraveis a resposta eletroquimica do biossensor, foram
selecionados dois valores de potencial de trabalho (-50 mV e - 100 mV) e monitorada a
corrente gerada durante a reacdo enzimatica, ao longo do tempo e com adicdes crescentes
do substrato HX (Figura 22). Observou-se que maiores teores de hipoxantina no meio
reacional resultaram em menores intensidades de corrente, em termos negativos.

Verificou-se ainda que, fixando-se o potencial de trabalho a - 100 mV, a forma
reduzida do mediador de PB foi capaz de favorecer, de forma mais intensa, a redu¢do do
H>0; na superficie do eletrodo de trabalho. Na prética, esse valor de potencial de trabalho
fixo pode ser considerado bastante apropriado para tomada das medidas eletroquimicas:

por ser relativamente baixo, reduz-se a possibilidade de ocorréncia de interferéncias
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eletroquimicas externas, de modo que se pode dispensar o uso de gaiolas de Faraday

durante a realizacido das medidas cronoamperométricas (SOUZA, 2003).
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Figura 22 - Resposta do biossensor amperométrico com a adi¢ao sucessiva de HX em
diferentes potenciais. A eficiéncia analitica € evidenciada.

Ao se transformar as respostas da Figura 22 em curvas, observam-se faixas
lineares mais amplas e uma melhor sensibilidade do biossensor, expressa pelos
coeficientes angulares, quando se fixa o potencial de trabalho em - 100 mV, conforme

dados da Tabela 18.

Tabela 18 - Eficiéncia analitica do biossensor em diferentes potenciais de trabalho,
expressa em sensibilidade e linearidade

Potential (mV) Sensibilidade R? Faixa linear
(umol L)
-50 -2,13E-8 0,992 1,0-60

-100 -2, 72E-8 0,997 1,0-75
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Vale ressaltar que, do ponto de vista analitico, uma maior faixa linear de trabalho
possibilita indmeras alternativas de uso do protétipo desenvolvido, em funcido das
variabilidades de capacidades antioxidantes. Efeitos semelhantes na faixa linear e
sensibilidade, em biossensores amperométricos, usando-se eletrodos impressos
modificados com PB foram obtidos, fixando-se o potencial de trabalho em -100 mV, de
modo que essa caracteristica do mediador ja tem sido bastante discutida (BANERJEE;
SARKAR; TURNER, 2013; BOFFI, 2015).

Nao € conveniente estabelecer uma comparacdo entre o desempenho dos
biossensores anteriormente citados e o proposto aqui, tendo em vista que alguns fatores,
tais como pH, enzima, substrato e moléculas alvo sdo completamente diferentes. Vale a
pena frisar, no entanto, que uma faixa de potencial entre 0 e -200 mV € bastante desejavel,
quando o foco do sistema eletroquimico € a determinacdo da capacidade antioxidante,
haja vista a reduc¢do do oxigénio molecular em potenciais inferiores a -200 mV, bem como
a oxidacdo de compostos antioxidantes em potenciais superiores a 0 mV, tais como
compostos fendlicos e outras substancias eletroativas que estao frequentemente presentes
em amostras reais, € que podem também ser oxidadas fornecendo sinais interferentes
(ROSATTO et al., 2001).

Entre os efeitos desejaveis da mediacdo do PB € possivel incluir a sua natureza
zeolitica, com uma célula unitaria cibica de 10,2 A e com didmetros de canal de cerca de
32 A, que permite a difusdo de moléculas de baixo peso molecular (como Oz e H203) até
o seu centro catalitico, excluindo moléculas de maior peso molecular (RICCI;
PALLESCHI, 2005; ITAYA; ATAKA; TOSHIMA, 1982; LUDI; GUDEL, 1973). O
efeito eletrocatalitico do mediador PB sobre a reducdo do H2O: foi confirmado por
Varvari e Popescu (2010) que propuseram um sensor amperométrico modificado com PB
para avaliacdo da atividade antioxidante a -0,1 V/Ag/AgCl, KCls.. Foi confirmado,
também, no presente trabalho.

A seletividade e a atividade mediadora do PB sdo compardveis aquelas de um
componente bioldgico, porém esse mediador possui vantagens adicionais, que sdo
inerentes as espécies inorganicas, tais como baixo custo, alta estabilidade em
determinadas condic¢des, facilidade de modificacdo da superficie do eletrodo e nenhum
efeito de saturacdo para o substrato (RICCI; PALLESCHI, 2005). Além disso, a
incorporagdo do mediador PB ao eletrodo de trabalho, em especial via adsor¢do ou

eletrodeposi¢cdo, tem sido descrita como um processo simples, rentivel e altamente
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estavel em meios reacionais dcido e neutro (MURESAN; TURDEAN; POPESCU, 2008;
ADHOUM; MONSER, 2008; ALEGRET; MERKOCI, 2007).

Uma vez caracterizado o eletrodo de trabalho, convém tecer alguns comentarios
acerca do pseudoeletrodo de referéncia empregado no sistema do biossensor proposto.
Um pseudoeletrodo de referéncia consiste em um eletrodo que estd em contato direto com
o eletrolito, o que nem sempre garante um equilibrio termodindmico. No caso do
biossensor que opera em um sistema de trés eletrodos, tendo sido o pseudoeletrodo de
referéncia formado da mistura Ag/AgCl, nenhuma corrente fluiu através deste e, portanto,
seu potencial manteve-se realmente inalterado durante o experimento. Além disso, a
concentracao fixa de Cl” na solu¢do tampao de K-PBS (pH 7,5), empregada como solvente
no preparo de todas as solucdes, e também como eletrdlito no decorrer das medidas
cronoamperométricas, garantiu uma diferenca de potencial igualmente fixa entre o

pseudoeletrodo de referéncia Ag/AgCl e o eletrdlito (INZELT, 2013).

6.2.2 Otimizacdo do processo de imobiliza¢do enzimatica

O PVA-AWP tem sido utilizado com sucesso para a imobilizacdo de enzimas na
superficie de eletrodos impressos, oferecendo varias vantagens, tais como melhor
elasticidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade com enzimas, estabilidade mecénica a
longo prazo e biodegradabilidade (BEESABATHUNI, 2010; STOYTCHEVA et al.,
2016). No entanto, a espessura do filme, a concentracdo do polimero e o grau de
polimerizacdo (que depende do tempo de exposicao a luz), sdo parametros que afetam as
propriedades de reten¢do da enzima no polimero e a permeabilidade de substratos
enzimaticos e dos produtos da reagcdo enzimdtica (STOYTCHEVA et al., 2016).

As condi¢des de biofuncionalizagdo, em termos de concentracdo do polimero,
tempo de irradiacd@o e carga enzimdtica foram otimizadas por modelagem quimiométrica.
Para tal, a metodologia de superficie de resposta foi aplicada para ajustar os seguintes
fatores: carga enzimdtica (Cxop); propor¢do enzima:polimero (Rxp) e tempo de
polimerizacdo (Tp), de forma a otimizar a imobiliza¢do da enzima sobre o eletrodo de
trabalho modificado com PB. O desenho de Box-Behnken foi usado, aplicando 3 niveis
(alto, central e baixo) para Cxop, sendo empregadas as seguintes cargas enziméticas: 5,0,
8,0 e 10,0 mU por eletrodo de trabalho; para Rxp, foram testadas as seguintes propor¢oes:

1:2 (0,33), 1:1 (0,50) e 2:1 (0,66), e para Tp foram testados os tempos de 48, 24 e 0,5 h.
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Convém mencionar que, em relacio a atividade da enzima por eletrodo, uma unidade (1,0
U) significa que, com a quantidade de enzima imobilizada, ¢ gerada 1 pmol de produto
em um (1,0) minuto de reagao.

Quinze (15) conjuntos de ensaios foram gerados pelo programa Statistica e,
portanto, quinze (15) eletrodos foram construidos. Cada biossensor foi testado mediante
realizacdo do ensaio que se segue: o eletrodo foi imerso em uma célula de vidro contendo
10 mL de uma solugio tampdo K-PBS 50 mmol L' contendo KC1 10 mmol L' (pH 7,5),
sob agitacdo constante. Foi aplicado um potencial de trabalho de -100 mV e a corrente
monitorada até que o estado estaciondrio fosse atingido. Concentragdes crescentes do
substrato (hipoxantina, HX) foram adicionadas, sendo entdo registradas as intensidades
de corrente, até que se atingisse o patamar de saturacdo, isto €, at€é que os resultados se
mantivessem iguais.

Para a montagem dos dados experimentais, foram testados modelos lineares (L) e
quadraticos (Q). Um valor nao significativo (p < 0,05) foi encontrado em todos os fatores
para o modelo linear (Tabela 19), que mostrou um valor de R? predito (0,99887) em
razodvel concordancia com o valor de R? ajustado (0,99773). Além disso, a falta de ajuste
no valor de F (1,792) implicou num valor significativo (p > 0,05) e representou a validade
do modelo linear para a explicagdo dos dados experimentais, o qual foi utilizado no

presente estudo.

Tabela 19 - Anélise de ANOVA para o estudo de otimizagdo da imobiliza¢ido enzimatica
em relacdo aos fatores Cxop, Rxp € Tp

Fatores Soma dos quadrados Gl Meédia dos quadrados F P
Cxop (L) 6432 1 64322 19,866 0,011185*
Cxop (Q) 291 1 291,1 0,899 0,396711
Rxp (L) 112664 1 112664,2 347,965 0,000049%*
Rxp (Q) 924 1 924,1 2,854  0,166409
Te (L) 959762 1 959761,7 2964,2400,000001*
Tr(Q) 25892 1 258924 79,969 0,000865*
Falta de ajuste 1741 3 580,2 1,792 0,287985
Erro 1295 4 3238

Total 2676986 14

gl: grau de liberdade, F: funcdo de Fisher, p: nivel de significancia. * Valores ndo significativos (p <0,05).
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Resultados importantes dos efeitos das mudangas simultaneas nos valores de
Cxop, Rxp e Tp s@o fornecidos pelo Grafico de Pareto (Figura 23) que mostra a ordem e
significancia de como cada varidvel afeta na resposta da intensidade da corrente gerada
pelo biossensor amperométrico. Os diagramas de superficie de resposta para os
parametros estudados, mostrados na Figura 24, corroboram com as conclusdes a seguir

apresentadas.

T -64,4037

Rxp -22,5957

Cxod 4,886773

p=0.05

Figura 23 - Diagrama de Pareto representando a andlise de¢ ANOVA para componentes
lineares dos parametros avaliados. Resultados significativos para p > 0,05.

Com relagdo ao efeito de cada varidvel na resposta do biossensor (Figura 23), as
duas varidveis denominadas Tp e Rxp afetam negativamente a resposta de intensidade da
corrente, enquanto Cxop afeta positivamente na producdo de ROS. Ainda, observa-se a
ordem de significancia de influéncia neste processo Tp>Rxp> Cxop.

Como mostrado na Figura 24A, as varidveis Rxp e Cxop foram determinantes na
superficie de resposta. A medida que Rxp diminuiu, os valores da intensidade da corrente
aumentaram, revelando que, para uma mesma concentragdo de enzima (Cxop), maiores
quantidades de PVA-AWP sdo importantes para garantir o aprisionamento da enzima.

Ainda, o aumento da Cxop aumenta a intensidade do sinal gerado.
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Figura 24 - Diagramas de superficies de respostas mostrando correlagdes entre: (A) razdo enzima:polimero (Rxp) com a carga enzimética (Cxod);
(B) tempo de foto polimerizacao (Tp) com a carga enzimdtica (Cxod), e (C) razdo enzima:polimero (Rxp) com o tempo de foto polimerizacio

(Tp).
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Em relacdo a Figura 24B, percebeu-se que a intensidade da corrente aumentou
com o a diminui¢do do Tp, 0 que mostra que o tempo de polimerizacdo influenciou
significativamente na resposta do biossensor, possivelmente devido a perda da atividade
enzimdtica com a exposicdo prolongada a luz durante o processo de polimerizacdo em
PVA-AWP. Foram testados ainda, os tempos adicionais de 4 h, 2 h e 1 h, mas os
resultados ndo diferiram estatisticamente (p < 0,05) do tempo de meia hora (0,5 h) e, por
este motivo, este Ultimo mostrou ser um tempo satisfatério para assegurar o
encapsulamento da enzima XOD na estrutura do PVA-AWP. Nestes testes adicionais,
observou-se que, para um valor fixo de Tp, 0o aumento da Cxop resultou em um
inexpressivo aumento na intensidade de corrente gerada. Por outro lado, para Tp= 0,5 h,
nao houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os sinais gerados, quando empregadas
cargas enzimdticas de 8,0 e 10,0 mU.

Como mostrado na Figura 24C, conforme a razdo Rxp diminuiu, a intensidade da
corrente aumentou. Além disso, a medida que o Tp diminuiu, o sinal aumentou, em virtude
da manutencio da atividade da enzima XOD, mesmo em um tempo de polimerizacdo
reduzido.

Através desse experimento, foi possivel otimizar as condi¢des operacionais para
preparo do biossensor. Os fatores com efeito negativo foram entdo fixados para os niveis
mais baixos, isto é, Tp= 0,5 h e Rxp = 0,33, enquanto que o fator Cxop, que exerceu um
efeito levemente positivo na producdo de EROs, foi mantido no nivel central (8 mU
enzima por eletrodo). Fixando-se essas condi¢des 6timas de Tp e Rxp, as medicdes
empregando o biossensor preparado com carga enzimdtica de 8 mU ndo apresentaram
diferengas significativas (p < 0,05), em relacdo as respostas cronoamperométricas,
quando comparadas aquelas obtidas com o mais alto nivel de carga enzimatica (10,0 mU).

Pode-se afirmar que a imobilizacdo da enzima XOD usando PVA-AWP mostrou
ser uma excelente estratégia para a biofuncionalizacao do eletrodo impresso em PVC, por
ocasido da constru¢do do biossensor voltado a determinacdo da capacidade antioxidante
de amostras naturais. De fato, o polimetro mostrou compatibilidade enzimdtica e
assegurou o aprisionamento da enzima num periodo de tempo reduzido de foto
polimerizacdo.

Diversos biossensores serigrafados tém sido desenvolvidos empregando com
éxito o fotopolimero PVA-AWP no processo de imobilizacao de variadas enzimas, tais

como tirosinase, proteina fosfatase e acetilcolinesterase (STOYTCHEVA et al., 2016;
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EL-MOGHAZY et al., 2016; MISHRA et al., 2015; CATANANTE; ESPIN; MARTY,
2015; ESPINNOZA et al., 2014).

Stoytcheva et al. (2016) empregaram o fotopolimero PVA-AWP como matriz de
imobilizacdo da enzima tirosinase no desenvolvimento de um biossensor amperométrico
para a determinagdo de dopamina. Diferentes sensores-base foram avaliados, assim como
as condi¢cdes de biofuncionalizagdo foram otimizadas em fun¢do da concentracdo da
solucdo de PVA-AWP (1,5%, 3% e 6% em massa) e tirosinase (1 mg mL™!) para uma
razdo 1:1 e do tempo de irradiacdo UV (15, 30 e 60 min) seguido de 3 h de secagem e
enxague com agua destilada. As condi¢des foram definidas para PVA-AWP a 3% e 60
min de irradiacdo UV, e todos os sensores-base avaliados mostraram eficiéncia analitica
em termos de faixa dindmica, LOD, sensibilidade, reprodutibilidade, entre outros. A carga
enzimatica depositada na superficie do eletrodo de trabalho € essencial na constru¢do do
biossensor pois uma alta carga enzimdtica pode fornecer uma elevada resposta
eletroquimica enquanto que uma baixa carga pode fornecer limites de detec¢do mais
elevados. Consequentemente, € importante avaliar diferentes cargas enzimaticas, a fim de
se obter uma resposta significativa e uma alta sensibilidade (CATANANTE; ESPIN;
MARTY, 2015). Além disso, o tempo de irradiagcdo empregado foi superior ao obtido
neste estudo, e a etapa adicional da secagem, com duragdo de 3 h, elevou ainda mais o
periodo para construcao do dispositivo. Possivelmente a especificidade enzimatica pode
estar relacionada a necessidade de um maior grau de reticulagdo do fotopolimero a fim
de assegurar seu aprisionamento.

Mishra et al. (2015) desenvolveram um biossensor de fluxo automético para
deteccdo de misturas organofosforadas no leite. Acetilcolinesterases geneticamente
modificadas (B394 e B4) foram usadas como elementos de bioreconhecimento na
construcdo de dois biossensores. Cada enzima foi imobilizada na superficie do eletrodo
de trabalho por aprisionamento na matriz polimérica de PVA-AWP. Foram depositados
na superficie do eletrodo de trabalho 3 uL de solu¢do enzimatica formada por 30% de
enzima € 70% de PVA-AWP, de modo a imobilizar 1 mU de enzima por eletrodo.
Posteriormente, os eletrodos foram expostos a luz de neon (15W) por 4 h a 4°C para
promover a fotopolimerizacdo entre grupos de azidas. Apds secagem por 72 h, na mesma
temperatura, os biossensores estavam prontos para uso. Comparando o procedimento de

imobilizacao utilizado com o utilizado aqui, observa-se uma certa concordancia da razdo
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enzima:PVA-AWP, uma menor carga enzimdtica e um periodo de exposi¢do a luz de
nednio muito maior na construcdo do biossensor proposto por Mishra et al. (2015).

Em todos os trabalhos observa-se a facilidade e eficiéncia da imobilizacao
enzimdtica ao empregar o fotopolimero PVA-AWP, além da economia envolvida em
razdo da reducdo de perdas da atividade da enzima imobilizada, quando comparado a
outros procedimentos de imobiliza¢do, como por exemplo ao utilizar glutaraldeido como
agente de reticulagdo (BEESABATHUNI, 2010). Além disso, o PVA-AWP exibe maior
fotorreatividade e propriedades de intumescimento mais baixas em comparacdo com
outros fotopolimeros similares, soldveis em &gua, como o poli (dlcool vinilico)
substituido por grupos estirilpiridinicos (PVA-SbQ) (STOYTCHEVA et al., 2016;
ROUILLON; TOCABENS; MARTY, 1994).

Na literatura sao reportados trabalhos envolvendo o desenvolvimento de alguns
biossensores que avaliaram o potencial de inibi¢do de amostras variadas contra as EROS
(02" e/ou H>0») geradas pelo catalisador oxidativo XOD e seus substratos enzimaticos
xantina (XA) ou HX, em que vantagens e desvantagens sdo observadas (CAMPANELLA
et al., 2013; LATES; MARTY; POPESCU, 2011; CORTINA-PUIG et al. 2010;
CORTINA-PUIG et al. 2009; CAMPANELLA et al., 2009; CAMPANELLA et al.,
2004a; CAMPANELLA et al., 2004b; CAMPANELLA et al., 2003; CAMPANELLA;
BONANNI; TOMASSETTI, 2003; CAMPANELLA et al., 2001). Em geral, esses
biossensores apresentam diferencas em relacdo aos seguintes aspectos: interacao entre a
molécula antioxidante e a superficie do eletrodo; constituicdo material dos eletrodos e das
espécies eletroativas usadas em suas modificacdes; sistema enzimdtico aplicado, por
vezes empregando sistemas bienziméticos (combinagdo de XOD e uma segunda enzima,
geralmente citocromo C ou superoxido dismutase (SOD) para interagir com radicais O2™
e produzir H20O2); técnica de imobilizacdo e/ou uso da enzima em solu¢do; potencial
aplicado; protocolo de preparo do biossensor (tempo, nimero de etapas, reagentes);

desempenho analitico; aplicabilidade do biossensor em amostras reais, entre outros.

6.2.3 Eficiéncia do biossensor amperométrico

As condi¢des de desempenho do biossensor amperométrico a base da enzima
XOD ¢ mostrada na Tabela 20. A precisdo foi avaliada por meio de dez (10) ensaios

sucessivos com 10 umol L' de HX, na auséncia e na presenca do antioxidante de
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referéncia. Os resultados dos coeficientes de variacdo, na auséncia e presenca de
antioxidante, foram de 5,3 e 13,1%, respectivamente, ¢ demonstraram uma boa

repetitividade nas respostas.

Tabela 20 - Eficiéncia analitica do biossensor eletroquimico desenvolvido

Parametros analiticos Auséncia do Presenca do
Antioxidante antioxidante**

Curva analitica* I= (-2,72)(10'8) Cux —1,17x107 1= (1,89){10'8) Chx — 107

Coeficiente de correlacao 0,997 0,972

(R?)

Faixa linear (umol L) 1,0-75 -

Precisao em CV (%) 5,3 13,1

Tempo de resposta (s) <100 <100

LOD (umol L) 2.2 0,7

LOQ (umol L) 7,2 2,4

*] = intensidade da corrente (A) e Cux = concentra¢do do substrato hipoxantina (HX, em umol L);
*%12,5 umol L' de 4cido gélico.

Para o sistema biossensor desenvolvido, os parametros LOD e LOQ foram
calculados pela razio do desvio padrao do branco (calculado a partir de 10 determinagdes)
e a inclinagdo da curva analitica (m), multiplicado pelo fator trés (3), para o LOD, e pelo
fator dez (10), para o LOQ (TALEUZZAMAN, 2018).

Uma vez preparado, mantido em condicao refrigerada (4°C) e protegido da luz, a
estabilidade do biossensor foi testada, armazenando-o nessas condic¢des e verificando sua
resposta apds 48 h. Foi verificada variacdo relativamente baixa (CV = 6,5%) entre as
respostas, e o protétipo apresentou estabilidade operacional de pelo menos 6 h de trabalho
ininterruptas. Uma vez intumescido, o biossensor pode ser lavado com solu¢do tampao
K-PBS e reutilizado, levando cerca de 8 min para nova estabilizacio da corrente, a fim
de se proceder novas medigdes. E importante a realizacio de um estudo mais amplo de
estabilidade ao longo do tempo, pois acredita-se que o tempo de armazenamento pode ser
ainda muito maior que 48h, desde que avaliadas e otimizadas as condi¢des de estocagem
do biossensor.

Um biossensor amperométrico foi desenvolvido para a pesquisa de plantas
medicinais com potencial de prevenir quadros de hiperuricemia (EL HARRAD; AMINE,
2016). Eletrodos impressos modificados com PB foram empregados como sensor-base e
a enzima xantina oxidase (1,0 mg mL ™), usada como elemento de bioreconhecimento,

foi imobilizada na superficie do eletrodo de trabalho com o auxilio dos agentes nafion e
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glutaraldeido. O biossensor construido, quando armazenado em solucdo tampao de PBS
0,05 mol L'! (pH 7,5) a 4 -C, exibiu estabilidade durante 3 (tr€s) semanas, mantendo o
sinal amperométrico préximo a 90% de sua resposta inicial. No entanto, a partir da quarta
semana, uma diminui¢do de 40% em relacdo a resposta inicial foi observada.
Possivelmente, o biossensor aqui desenvolvido para determinacdo da capacidade
antioxidante apresentard uma estabilidade superior a 3 (trés) semanas quando avaliada
sua estabilidade ao longo do tempo, tendo em vista o emprego do agente PVA-AWP estar
sujeito a menores perdas da atividade enzimdtica quando comparado ao uso de
glutaraldeido (BEESABATHUNI, 2010).

Piermarini et al. (2013) desenvolveram um biossensor para determinac¢do de 4cido
urico em 85 amostras de soro sanguineo. Um eletrodo impresso modificado com PB,
contendo a enzima uricase imobilizada com auxilio dos agentes nafion e glutaraldeido,
foi acoplado a uma instrumentacgao portatil e utilizado nas andlises cronoamperométricas.
Os dados mostraram que cerca de 90% da atividade inicial permaneceu inalterada por 15
dias de armazenamento.

A determinacdo de compostos fendlicos em alimentos, empregando biossensores
enzimaticos a base de lacase, tem sido amplamente estudada. Estes diferem em termos da
carga enzimadtica e natureza da lacase (liofilizada ou em solu¢do), do procedimento de
imobilizacdo, das cacteristicas do eletrodo, da natureza da amostra (formulacdes
farmaceéuticas, extratos de plantas entre outros), do analito fendlico e do desempenho
analitico final. Nesse cendrio, observa-se a disparidade na estabilidade dos biossensores
ao longo do tempo, variando de 10 (dez) a 320 (trezentos e vinte) dias (RODRIGUEZ-
DELGADO et al., 2015; DI FUSCO et al., 2010; FERNANDES et al., 2008). Sabe-se
que para que enzima exiba atividade médxima e contribua para a estabilidade e a
reutilizagdo do biossensor, a selecio do método de imobilizagdo enzimdtico deve
considerar a natureza do elemento biolégico, o tipo de transdutor utilizado, as
propriedades fisico-quimicas do analito e as condi¢des de operacao nas quais o biossensor
deve funcionar (RODRiGUEZ—DELGADO etal.,2015; SINGH et al., 2008).

A Figura 25 mostra a faixa de concentracdes do substratro hipoxantina (HX) para
as quais a resposta do biossensor mostrou-se linear (R?> = 0,997). Observa-se que uma
concentragdo de 10 pumol L™ resultou em uma corrente cuja intensidade é adequada para
a deteccao de pequenas variagOes de corrente que sinalizem a presenca de antioxidantes,

mesmo em pequenas quantidades.
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Figura 25 - Respostas cronoamperométricas do biossensor em diferentes concentragdes
do substrato hipoxantina (HX), destacando sua faixa linear (1,0-75 umol L!).

Para obter resultados confidveis, muitas vezes um adequado controle de qualidade
torna-se necessario, no decorrer dos ensaios cronoamperométricos. O uso de cartas de
controle pode ser uma estratégia eficaz para garantir que nao haja mudangas em um
determinado processo ao longo do tempo. A Figura 26 mostra a carta de controle
estatistico, construida para 10 (dez) medi¢des de 10 umol L' de HX, na auséncia de
antioxidantes.

Os dados do eixo-x equivalem as medi¢Oes sequenciais, e os do eixo-y, as
respostas cronoamperométricas obtidas sob idénticas condigdes. Percebe-se que o
biossensor ndo sofreu alteracdes apds repetidas medi¢des, com variagdes minimas ao
redor da intensidade de corrente média (linha sélida central, de cor vermelha). O valor
constante que compde as duas linhas cheias, mais préximas a linha central, equivale a
média das respostas + 2 vezes o desvio padrao (limites superior e inferior de adverténcia).
As linhas tracejadas, por sua vez, foram estabelecidas como a média das respostas + 3
vezes o desvio padrao (limites superior e inferior de acao). Tais linhas foram estabelecidas
de forma a se alertar para as irregularidades ocorridas no decorrer dos ensaios que levam
a uma variabilidade das respostas. Quando dois ou mais resultados, em sequéncia,
excederem uma das linhas de adverténcia, ou quando um tnico resultado exceder uma
das linhas de ac¢do, isso significa que o método pode ser considerado estatisticamente fora

de controle (SUMAN; PRAJAPATI, 2018). Dentro dessas premissas basicas, conclui-se
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que o biossensor desenvolvido apresenta elevado nivel de confiabilidade e repetibilidade

em relacdo as respostas que fornece.

» s
o« O

>
o

@
~

\2
%
{

2,8
2,0
2.4
2,2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Andlise
—@— Al (Ax10-7) Média
=== | imite de A¢ad Inferior === [ imite de A¢do Superior
Limite de Adverténcia Superior Limite de Adverténcia Inferior

Figura 26 - Carta de controle estatistico para monitoramento e identificacdo de
variagdes no decorrer dos ensaios cronoamperométricos com o mesmo biossensor
(n=10).

O uso da carta auxilia a detectar variagOes fora do padrao, possibilitando corrigi-
las. As cartas de controle devem ser revistas periodicamente para que seus limites de
controle sejam ajustados de acordo com otimizagdes e a necessidade do processo.

Mundaca-Uribe et al. (2017) empregaram a abordagem das cartas de controle para
avaliar a estabilidade do biossensor construido, para deteccao de 4cido malico em sucos
de frutas, ao longo de 19 (dezenove) dias. Através da carta gerada, os autores observaram
que as medidas eletroquimicas permaneceram dentro dos limites de adverténcia nos
primeiros 17 (dezessete) dias, passando a cair gradualmente a resposta apos este periodo.

Do mesmo modo, Oliveira et al. (2012) fizeram uso do gréfico de controle como
ferramenta estatistica para avaliar a estabilidade do biossensor enzimético idealizado para

a determinacdo de glifosato em ambientes aqudtico. O gréafico de controle evidenciou a
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eficiéncia da imobilizacdo da peroxidase no eletrodo, com estabilidade do biossensor em
um tempo méximo de 8 (0ito) semanas de armazenamento sob temperatura controlada.

O biossensor desenvolvido neste trabalho apresentou bom desempenho com
elevadas sensibilidade e precisdo, além de rapido tempo de resposta e baixo custo de
operacdo, uma vez que necessita de poucos reagentes € em pequenas concentragdes, nas
condi¢des do ensaio. Apresenta ainda excelente estabilidade do sinal gerado, fécil
automagao para preparo em macroescala, simplicidades de operagao e fabricacao, além
de utilizar um valor baixo de potencial aplicado, o que minimiza interferéncias
eletroquimicas. No que tange a relevancia bioldgica, o biossensor apresentou uma
vantagem adicional, uma vez que mede a capacidade antioxidante combinada contra as
EROs 02" e H202 que também sdo produzidas pelo corpo humano, ao invés de utilizar
radicais artificiais, como é o caso dos ensaios colorimétricos convencionais, como ABTS
e DPPH.

Outra grande vantagem do protétipo € a capacidade de portabilidade (desde que
conectado ao potenciostato portatil), o que lhe confere atributos para a determinacdo da
capacidade antioxidante in situ, de modo a prevenir perdas por degradacdo destes em
funcdo da luminosidade, da variacdo de temperatura e da presenca de oxigénio. Esta pode
ser uma ferramenta promissora para determinacdo da capacidade antioxidante em
amostras ambientais, em poucos minutos, € sem necessitar de etapas laboriosas de preparo

de amostras.

6.2.4 Aplicacdo do biossensor

6.2.4.1 Validacao da resposta do biossensor pelo antioxidante acido galico

O biossensor desenvolvido foi primeiramente aplicado na determinacdo da
capacidade antioxidante da substancia pura acido gélico. O 4cido gélico é um antioxidante
de referéncia, encontrado em vegetais, que possui elevada capacidade redutora, sendo por
isso de grande interesse médico, farmacé€utico e da tecnologia de alimentos (YEN;
DUHB; TSAI 2002).

As medidas amperométricas foram realizadas seguindo os protocolos detalhados
na Secdo 5.4.3. A diminui¢do da intensidade da corrente catddica em funcdo da

concentracdo de dcido gélico € apresentada na Figura 27. A capacidade antioxidante (%)
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do 4cido gélico, calculada pela expressdo 6 para as diferentes concentracdes, &

apresentada na Figura 28.
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Figura 27 - Intensidade da corrente gerada no sistema biossensor, em funcado da
concentracdo de HX adicionada, na auséncia e presenca do dcido gédlico, em diferentes

concentragoes.
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Figura 28 - Capacidade antioxidante do dcido galico, em fun¢do da sua concentragao,
determinada pelo sistema biossensor.
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As adigdes sucessivas de 20 uL de HX (5 mmol L) na presenca do 4cido galico
em concentracdes crescentes resultaram em uma diminuic¢ao do sinal eletroquimico, que
foi proporcional a concentragdo do acido gélico (Figura 23). As moléculas de 4cido
gélico, assim como as de outras espécies antioxidantes, podem reagir com o radical O™
e 0 H203, inibindo-os e induzindo uma diminui¢do na quantidade de H>O2 em solucgao.
Isso provoca uma diminui¢do na corrente catdédica que permite a quantificacdo da
capacidade antioxidante.

Com esse experimento, foi possivel verificar, com o sistema biossensor
desenvolvido, uma forte correlagdo entre a reducdo da resposta cronoampermétrica e a
concentracdo do antioxidante. Desta forma, aliando esse experimento com as figuras de
mérito ja discutidas (linearidade, sensibilidade, precisdo, estabilidade), pode-se concluir
que o biossensor proposto foi convenientemente validado para fins analiticos.

A fim de validar ensaios analiticos e bioanalitcos para determinacao da capacidade
antioxidante, tais como NBT, ORAC, ABTS e DPPH, diferentes substincias puras
antioxidantes t€m sido empregadas, entre elas dcido gélico, dcido ascorbico, trolox e dcido
urico. Essas substancias foram também utilizadas como referéncia no relatorio técnico da
IUPAC sobre os métodos de medicdo e avaliacdo de capacidade antioxidante (AKAK et
al., 2013). Trabalhos envolvendo o desenvolvimento de biossensores para a determinac¢ao
da capacidade antioxidante t€ém empregado como antioxidantes de referéncia o 4cido
gilico (BARROSO; DELERUE-MATOS; OLIVEIRA, 2012), o trolox (CAMPANELLA
et al., 2013), o acido ascérbico (BARROSO; DELERUE-MATOS; OLIVEIRA, 2012;
LATES; MARTY; POPESCU, 2011), o acido acetilsalicilico (CORTINA-PUIG et al.
2010), aliina (CORTINA-PUIG et al. 2009), o 4cido cafeico, o acido cumadrico e o
resveratrol (BARROSO; DELERUE-MATOS; OLIVEIRA, 2012). Entre os
antioxidantes de referéncia, o uso do 4cido galico como referéncia para validagdo de
ensaios que visam a determinacdo da capacidade antioxidante se detaca tanto pelo elevado
potencial antioxidante, quanto pela eficiéncia como agente indutor de apoptose. Tais
propriedades justificam as diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas inerentes a
esta molécula trifendlica, e o seu interesse para aplicacdes clinicas e industriais

(BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015).

134



6.2.4.2 Determinagdo da capacidade antioxidante de amostras reais

O biossensor desenvolvido foi aplicado na determinacdo da capacidade
antioxidante de polpas comerciais de frutos amazodnicos (néctares na propor¢ao
polpa:tampao de 10:90, v/v) e de polpas in natura (refrescos na propor¢ao polpa:tampao
de 25:75, v/v) de frutos ndo autdctones. As medicdes amperométricas foram realizadas
seguindo o protocolo detalhado na Se¢do 5.4.3. Nas figuras 29 e 30 sdo apresentadas as
curvas obtidas da concentrac@o do substrato enzimatico HX em fun¢do da intensidade da
corrente catddica observada na auséncia de antioxidantes e na presenca de néctares e

refrescos dos frutos.
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Figura 29 - Efeito antioxidante dos néctares de polpas comerciais de frutos amazonicos.
Resposta do biossensor amperométrico em fungdo de sucessivas adi¢des do substrato
hipoxantina (HX), na auséncia e presenca das amostras.
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Figura 30 - Efeito antioxidante dos refrescos de frutos ndo autéctones. Resposta do
biossensor amperométrico em funcao de sucessivas adi¢cdes do substrato hipoxantina
(HX), na auséncia e presenca das amostras.

Observando-se as Figuras 29 e 30, aparentemente a amostra de morango
apresentou uma maior capacidade antioxidante, haja vista a maior inclinacdo da curva
analitica quando comparada a do controle negativo (ensaio na auséncia de antioxidante).
No entanto, para que uma comparagao entre estes resultados possa ser realizada, sem que
as amostras de frutos amazonicos sejam subestimadas em sua capacidade antioxidante, é
necessdrio avaliar as amostras para uma mesma quantidade de polpa ou suco. Neste
sentido, uma aproximacao foi realizada, considerando-se que na preparacao dos refrescos
(25% v/v) foram utilizados 2,5 vezes mais polpas de morango, maracujé e laranja do que
para os frutos amazonicos graviola, bacuri e murici (néctares a 10 % v/v). Desse modo,
foi necessdrio se dividir por 2,5 os valores da capacidade antioxidante obtida para os
refrescos dos frutos nao autdctones (Figura 32), e assim foi possivel observar que os frutos
amazOnicos possuem um maior potencial antioxidante. Os frutos amazdnicos, por serem
nativos da regido, possuem as adaptacOes necessdrias para sobreviver no habitat e estao
integrados aos ciclos biogeoquimicos presentes no meio; por este motivo, comumente o
conteddo nutricional desses frutos sdo superiores aos dos frutos domesticados (ODHAV

et al., 2007).
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A literatura de referéncia mostra trabalhos que avaliaram a capacidade
antioxidante de alguns frutos aqui contemplatos (BECKER et al., 2019; HIDALGO;
ALMAJANO, 2017; BHAT; STAMMINGER, 2015). No entanto, os resultados obtidos
sao dificilmente compardveis, devido aos diferentes mecanismos de reagdo,
concentracdes dos extratos, potenciais redox, valores de pH, tipos de solventes
empregados, concentracdo de espécies radicais, bem como os tipos de ensaios aplicados
(APAK et al., 2013).

Em um trabalho anterior (BECKER et al., 2019), extratos (preparados em solucio
tampao K-PBS) de morangos in natura produzidos na Franca tiveram suas capacidades
antioxidantes determinadas empregando-se o ensaio colorimétrico NBT. Os extratos
possuiam diferentes relacdes massa/tampao e o potencial antioxidante foi medido contra
os radicais superoxidos produzidos pelo sistema enzimético HX/XOD. Comparando-se
os resultados obtidos com o biossensor e o ensaio NBT (93,0 e 92,4 %, respectivamente),
nota-se que nio existem diferengas estatisticas (p < 0,05) entre estes. E importante
salientar que os frutos eram provenientes de diferentes paises e a concentragdo tomada
para fins de comparagdo de 10 % deu-se em razao volumétrica para as amostras em massa
umida no biossensor, e em razao m/v para as amostras francesas liofilizadas. Apesar das
diferencas apontadas, sabe-se da elevada capacidade antioxidante de frutos vermelhos
como o morango, o que foi demonstrado em ambos os métodos através da inibi¢ao similar
das EROs em mais de 90 % (HIDALGO; ALMAJANO, 2017).

Os resultados obtidos, agora expressos em capacidade antioxidante (%) das
amostras de néctares e refrescos dos frutos sdo apresentados nas figuras 31 e 32,
respectivamente.

As amostras de néctar dos frutos de bacuri, graviola e murici inibiram mais de
50% das EROs geradas in vitro e os resultados obtidos ndo diferem entre si
estatisticamente (p < 0,05) (Figura 31). Do ponto de vista analitico, esses resultados
podem ser considerados bastante interessantes, haja vista que foram observadas elevadas
taxas de inibi¢do, mesmo para as amostras diluidas, o que demonstra mais uma vez a
elevada sensibilidade do biossensor enzimdtico proposto. Bacuri e graviola sdo frutos
nativos brasileiros e murici é um fruto cultivado utilizado pela populacido local como
alimento e na medicina popular, sendo consumido in natura, na forma de sucos, doces e

sorvetes.
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Figura 31 - Capacidade antioxidante dos néctares dos frutos amazonicos avaliados pelo
biossensor desenvolvido.
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Figura 32 - Capacidade antioxidante dos refrescos dos frutos nao autdctones avaliados
pelo biossensor desenvolvido.

Comparando-se os resultados para os refrescos dos frutos de laranja, maracuja e
morango (Figura 32), nota-se que a amostra de morango apresentou a maior capacidade
antioxidante (93,0%), seguida das amostras de maracuja (82,0%) e laranja (37,9%).

O refresco de laranja, mesmo sendo preparado a partir do fruto in natura, no qual

espera-se haver menores perdas relativas ao armazenamento, apresentou a menor
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capacidade antioxidante, inclusive quando comparado aos néctares de polpas congeladas.
Sabe-se que fatores como variedade da planta, diversidade genética, estigio de
maturacdo, condi¢cdes climdticas e edaficas, processamento e estocagem dos alimentos,
entre outros, podem influenciar fortemente o teor de fitoquimicos (MELO et al., 2008).
Contudo, no presente trabalho, um biossensor altamente sensivel e seletivo demonstrou
que refrescos de laranja ndo apresentam elevado potencial antioxidante.

A capacidade antioxidante determinada pelo biossensor expressa o potencial
sinérgico dos compostos quimicos antioxidantes, presentes nas amostras, em inibir as
EROs combinadas (02" e H20:). Devido a diversidade quimica de antioxidantes
existentes em amostras reais como a laranja, ndo se pode deliberar com seguranca o
motivo pelo qual o néctar de laranja apresentou a menor capacidade antioxidante, visto
serem necessdrias a identificacdo e a quantificagdo de todos os compostos antioxidantes
presentes nesta matriz. Sabe-se que a laranja € apreciada pelo seu elevado teor de vitamina
C, um nutriente conhecido por suas propriedades antioxidantes naturais (VANNUCCHI;
ROCHA, 2012). Por outro lado, trabalhos cientificos tém apontado para o baixo conteudo
em compostos fendlicos neste fruto, os quais sao considerados os maiores responsaveis
pelas atividades antioxidantes em vegetais (ALVAREZ er al., 2014). Logo, a composi¢io
quimica da laranja, possivelmente formada por menores teores em compostos fendlicos,
contribuiu para o seu menor potencial antioxidante, resultado que corrobora com as
afirmacdes de Riso et al. (2005).

Por fim, observa-se que uma prévia dilui¢do das amostras no préprio tampao do
ensaio € necessdria quando se utiliza o biossensor. Em virtude da complexidade de
matrizes ambientais, nem sempre uma mesma concentracdo para diferentes amostras
podera ser empregada, por isso podem ser necessdrias dilui¢des, sendo esta uma realidade
de qualquer método bioanalitico.

Vale salientar, que a metodologia empregada para o preparo dos néctares e
refrescos também tomou como base a inclusao desses frutos na alimentac¢ao da populacio
em forma de bebidas, de modo a obter concentragdes dos frutos préximas ao
convencionalmente consumido (néctar e refresco). O uso de solu¢do tampdao como
solvente na extracdo de analitos, bem como na dilui¢do de amostras, t€ém sido uma
estratégia utilizada em trabalhos envolvendo biossensores enzimdticos para as mais
diversas matrizes, tais como alimentos infantis, frutos, vegetais, chas e amostras de dgua

(CORTINA-PUIG et al., 2009; NUNES et al., 2005; CAMPANELLA; BONANNI;
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TOMASSETTI, 2003; NUNES ef al., 1999). Além de manter a atividade enzimaética, a
solucdo tampao pode refletir condicoes de pH e salinidade que se aproximam das
fisiolégicas in vivo e oferecer maior sensibilidade (CORTINA-PUIG et al., 2009).

Outras maneiras de expressar os resultados podem ser utilizadas, tais como a
massa equivalente de um antioxidante de referéncia por massa de amostra e a
concentracdo necessdria da amostra que resulte em uma inibicdo de 50% das EROs
geradas (ICso). Avaliando-se os biossensores desenvolvidos em outros trabalhos para esse
fim, observa-se que, assim como no presente trabalho, a capacidade antioxidante tem sido
representada pela inibicdo refletida na inclinagdo da curva analitica (sensibilidade)
obtendo-se assim a capacidade antioxidante relativa (CAMPANELLA et al., 2013;
CAMPANELLA et al, 2009; CAMPANELLA; BONANNI; TOMASSETTI, 2003;
CAMPANELLA et al., 2004a; CAMPANELLA et al., 2004b; CAMPANELLA et al.,
2003). Mas também a capacidade antioxidante tem sido expressa como ICso(em g L' ou
ug mL7') (CORTINA-PUIG et al. 2009; CORTINA-PUIG et al. 2010) e como
porcentagem (%), calculada a partir da diminuicao relativa da corrente de pico registrada
na auséncia e presenca de um antioxidante (LATES; MARTY; POPESCU, 2011).

E interessante também mencionar os custos de obtencdo de um biossensor. Caso
o laboratério possua uma mdquina de serigrafia adequada, em placas de PVC de
dimensdes 10,5 x 20 cm, podem ser serigrafadas, de uma sé vez, 24 sensores
eletroquimicos (vide figuras B6 e B7 do Anexo B). Dai, apds a modificacdo do eletrodo
de trabalho de grafite, mediante incorporacao do mediador, seguida da imobilizacdo da
enzima, o custo total de um tnico biossensor pode chegar a menos de dois ddlares, haja
vista que as quantidades de reagentes e pastas de grafite, Ag/AgCl e tinta sdo infimas. No
decorrer do ensaio, devido aos pequenos volumes de solugdes do tampao e do substrato
HX, e considerando-se ainda a baixa concentragdo desta ultima, pode-se inferir que uma
Unica aplicacdo teria o custo final de menos de trés ddlares. Desta forma, evidencia-se a
viabilidade econ6mica e a grande aplicabilidade para o biossensor aqui desenvolvido, dai
porque, antes mesmo da defesa da presente Tese, foi feito o depdsito de uma patente de

invencdo referente ao protétipo, no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, INPI.
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7. CONCLUSOES

Apesar da biodiversidade vegetal, muitos frutos amazodnicos ainda sdo pouco
explorados quanto aos seus potenciais biotecnolégicos. Neste estudo, dez frutos nativos
que fazem parte da dieta dos habitantes da Amazonia foram avaliados quanto as suas
propriedades nutricionais, antioxidantes, composi¢do em bioativos, bem como sua
citotoxicidade na linhagem celular de carcinoma do c6lon humano. Além disso, um
biossensor amperométrico para a determinacao da capacidade antioxidante em amostras
complexas como frutos foi desenvolvido, tendo em vista a necessidade de ferramentas de
melhor eficiéncia analitica e relevancia bioldgica.

Os resultados da andlise bromatolégica mostram a diversidade na composi¢ao
fisico-quimica dos frutos, em que maiores contetdos de lipideos, proteinas e energia
foram obtidos nas amostras de buriti, monguba e uxi. Do ponto de vista nutricional, e com
foco nas aplicacdes industriais, esses dados sdo bastante relevantes.

A avaliacdo da composicao mineral dos frutos de abiu, acai, bacuri, buriti, inaja,
monguba, pajurd e uxi permitiu classificid-los como sendo de elevado teor e/ou fonte em
um ou mais minerais (Mg, Cu, Fe e Mn) e, portanto, a inclusdo destes frutos na dieta
alimentar pode contribuir para corregdes nutricionais e prevenir enfermidades
relacionadas a deficiéncias desses minerais. Os teores de Cu e Mn na polpa de inajd e Ca
na polpa de pajurd foram reportados pela primeira vez neste estudo.

Em relacdo aos compostos bioativos, as polpas de agai, bacuri, buriti, cupuacu,
inaja e uxi foram classificadas como alimentos de alto teor em vitamina C, enquanto os
frutos de biriba e pajurd mostraram ser fontes nesse nutriente. Este trabalho foi o primeiro
a apresentar a concentra¢ao de vitamina C nos frutos de inaja, monguba e pajura.

Todos os frutos apresentaram capacidade antioxidante contra diferentes fontes
oxidantes, no entanto, as polpas de biriba e bacuri mereceram destaque por apresentarem
maior capacidade antioxidante lipofilica, enquanto os frutos de abiu, inajd e monguba por
possuirem maior capacidade antioxidante hidrofilica.

As concentragdes crescentes dos extratos dos frutos amazonicos levaram a uma
inibi¢do no crescimento da linhagem celular de caco-2. O presente trabalho foi o primeiro
a mostrar os efeitos antiproliferativos de grande parte dos frutos estudados, sendo que a

continuacao desse estudos pode direcionar a estratégias terapéuticas.
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O perfil cromatogréfico qualitativo em compostos fendlicos revelou uma ampla
diversidade destes, em que 38 compostos puderam ser identificados. A quantificacdo
destes nos frutos de biribd, inajd e monguba permitiu a determinagdo de 11, 25 e 21
compostos fendlicos, respectivamente, entre eles 4cidos fendlicos, flavondides e
estilbenos com atividades bioldgicas importantes, tais como efeitos benéficos sobre a
doenca de Parkinson, Alzheimer, obesidade, diabetes e inibicdo da proliferacio de
algumas formas de céncer.

Nesse trabalho, foi também desenvolvida uma nova ferramenta analitica: um
biossensor enzimdtico capaz de determinar a capacidade antioxidante de amostras
vegetais naturais ou processadas. As condi¢cdes de biofuncionalizacdo foram otimizadas
por modelagem quimiométrica, sua performance analitica caracterizada, e, por fim, o
protétipo foi empregado na determinacdo da capacidade antioxidante de substancias
antioxidantes puras e amostras reais de frutos.

A imobilizacdo da enzima XOD usando PVA-AWP mostrou-se uma excelente
estratégia para a biofuncionaliza¢do do eletrodo na constru¢do do biossensor, tendo sido
otimizadas, quimiometricamnete, as condi¢des operacionais que levassem a redugdo de
interferéncias eletroquimicas e em maior sensibilidade e precisdo, bem como na economia
de tempo e de quantidades de reagentes. O prot6tipo mostrou também simplicidade na
constru¢do e operagdo, baixo custo, estabilidade do sinal gerado, f4cil automacao, bom
periodo de operacdo continuo e reutilizacdo, além de elevada capacidade de portabilidade.

Destaca-se ainda a relevancia bioldgica desta ferramenta frente os ensaios
colorimétricos convencionais, uma vez que, mediante uso do biossensor, determina-se a
capacidade antioxidante de amostras contra as EROs combinadas (02" e H203), as quais
estdo presentes em sistemas bioldgicos e apresentam citotoxicidade em condi¢des de
estresse oxidativo. Os parametros bioeletroanaliticos, aliados a simplicidade na sua
construgdo, torna o biossensor proposto uma ferramenta promissora para a determinacao

da capacidade antioxidante em amostras vegetais, naturais ou processadas.
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ANEXO A

DISPOSITIVO DE ISOLAMENTO
DE COMPRIMENTOS DE ONDAS

SISTEMA DE
ATOMIZACAO
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Figura Al - Esquema de funcionamento e componentes tipicos do sistema de
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES)
(Adaptado de DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).
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Figura A2 - Esquema da tocha e plasma formado usado em ICP OES (Adaptado de
DONATIL AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).
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Funcionamento Resumido de um Sistema ICP OES:

A amostra, geralmente em solugdo aquosa, € aspirada por um fluxo de argénio sob
alta pressao (efeito Bernoulli) e levada ao sistema de nebulizacdo (1) onde € convertida a
um fino aerossol por um jato de gds comprimido. Existem vérios tipos de nebulizadores
no mercado, em que dois deles sdo mais comuns: o nebulizador concéntrico, o qual foi
empregado neste estudo, é o mais utilizado devido sua simplicidade na construgdo,
reprodutibilidade e baixo custo; o nebulizador de fluxo cruzado ou transversal (cross-
flow) que geralmente bombeiam a amostra com auxilio de uma bomba peristiltica e
apresentam menores problemas de entupimento e maior resisténcia a corrosdo e ataques
quimicos (DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).

O fluxo do gas leva o aerossol produzido no sistema de nebuliza¢ao para o sistema
de atomizacdo (2) através do fluxo de argdonio do tubo central da tocha. Na tocha, a
elevada temperatura, promovida pelo plasma de argdnio, permite a producdo de dtomos
e fons em fase gasosa e suas consequentes excitagdes e relaxacdes, acompanhadas da
producdo de linhas espectrais, a qual € caracteristica da espécie atdmica sob estudo e
proporcional a populagdo de &tomos presente na amostra, a qual obedece a lei de Lambert-
Beer (DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).

Um plasma, por definicdo, € uma mistura gasosa condutiva contendo uma
concentracao significativa de cétions e elétrons, com uma carga total préxima de zero
(DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013), o qual é formado e mantido
por um fluxo de gés de argdnio em um campo magnético de alta frequéncia em uma tocha
de quartzo, constituida de trés tubos concéntricos, conforme o esquema apresentado na
Figura A2.

Na tocha, o tubo central conduz a amostra na forma de aerossol, procedente do
nebulizador; no tubo intermedidrio flui gas auxiliar para a estabilizacdo do plasma; no
tubo externo flui gds argdnio em um fluxo tangencial as paredes a fim de resfrid-las
impedindo sua fusdo tendo em vista as elevadas temperaturas, bem como centralizar o
plasma.

A zona analitica normal € a regido do plasma onde sdo realizadas as determinacdes
da radiacao emitida, a qual pode ser realizada em angulos retos (geometria de observagao
radial) ou sob o eixo axial do plasma (geometria de observagdo axial). A geometria radial

oferece melhor estabilidade e precisdo, enquanto a geometria axial apresenta menores
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limites de deteccdo e sensibilidade, sendo esta tltima almejada na anédlise de elementos
em niveis tragos.

A emiss@o atdmica ou idnica do plasma é separada em seus comprimentos de
onda constituintes por um dispositivo isolador de comprimentos de ondas (3) equipado
com dispositivos que melhoram a seletividade e sensibilidade instrumental. A radiacdo
isolada € convertida em sinal elétrico por um transdutor, maltiplos transdutores ou por
um arranjo de detectores (3). Os sinais elétricos sdo entdo processados (4), produzindo a
leitura da radia¢do na forma de intensidade de emissao ou concentracdo, além de uma
série de informacdes necessdrias ao controle de qualidade analitico (DONATI; AMAIS;

WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).
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Figura A3 - Representacdo esquemadtica de um sistema para CLAE: (1) reservatério da fase movel; (2) desgaseificador de solventes; (3) valvula
de gradiente; (4) reservatdrio misturador; (5) bomba de alta pressdo; (6) vdlvula de comutacio; (7) injetor da amostra; (8) pré-coluna (coluna de
protecdo); (9) coluna analitica; (10) detector; (11) processador de dados; (12) recipiente de coleta (Produzido por Yassine Mrabet).

175



Funcionamento Resumido de um Sistema CLAE:

O uso de uma fase estaciondria (s6lido) e outra mével (liquido) permite que os
componentes da amostra sejam transportados através da fase estaciondria pelo fluxo da
fase mével e a separacdo dos componentes de uma mistura complexa ocorra com base
nas diferencgas de velocidade de migragdo entre os componentes da fase mével (DONATTI;
AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).

Resumidamente, a bomba (5) movimenta a fase moével (1) formada por um tnico
solvente ou uma mistura de solventes de composicao constante (elui¢ao isocrdtica) ou
ainda um sistema de solventes que diferem em polaridade (elui¢do por gradiente). O fluxo
da fase movel leva a amostra injetada (7) através da coluna analitica (9) que contém a
fase estaciondria. Os componentes da amostra se distribuem entre as duas fases de acordo
com suas afinidades, em que as substancias com maior afinidade com a fase estacionaria
movem-se mais lentamente, ao passo que as substancias com pouca afinidade com esta
fase movem-se mais rapidamente. Ao passar pela coluna, os componentes siao levados ao
detector (10) que registra o sinal em fun¢do do tempo (ou do volume da fase movel), o
qual € processado (11) pela eletronica do instrumento gerando uma séria de picos da
concentracdo do soluto em funcdo do tempo de elui¢do (ou volume de elui¢do). As
posicdes dos picos no eixo do tempo sdo empregadas na identificagdo dos componentes,
enquanto as dreas sobre os picos sdo usadas na quantificacdo através da comparagdo da
area de um padrao cuja pureza € conhecida, com a drea da amostra em questao (DONATT;

AMAIS; WILLIAMS, 2017; GHOSH et al., 2013).
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ANEXO B

Liofilizador L101

Figura B1 - Fotos do liofilizador utilizado no pré-preparo das amostras.
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Figura B2 - Fotos do forno micro-ondas usado na extracdo dos minerais das amostras de
frutos amazonicos. Destaque dado ao carrossel contendo os vasos de Teflon.
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Figura B3 - Fotos do Espectrofotdmetro Espectrometria de Emissio Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES).
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Figura B4 - Foto do Sistema de Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE)
(LABBULLETIN, 2019).
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Figura B5 - Fotos do Potenciostato, com destaque para o conector feito sob encomenda
para acoplamento do biossensor.
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Figura B6 - Fotos da maquina de serigrafia, no momento da producdo de sensores
eletroquimicos (eletrodos), a partir da deposi¢do sucessiva de camadas de tinta e pastas
de grafite e Ag/AgCl, sobre um placa fina de PVC.

- Eletrodo auxiliar
|

|

i - | -
., f.j\s 11}
e 0,
Condutores Camada de protecio
de Ag Camada (tinta epoxi)

de grafite + Eletrodo de trabalho com
mediador (circular)

Figura B7 - Esquema de deposic¢do das camadas do sensor eletroquimico, formando os
trés eletrodos, empregando-se a maquina de serigrafia.
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Processo de liofilizagdo Amostras liofilizadas

Figura B8 - Foto do esquema de liofilizagdo das amostras de frutos e armazenamento a
vdcuo das amostras liofilizadas.
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